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Resumen

En base a los conocimientos adquiridos por el grupo de Quimica Inorganica Medicinal en
investigaciones sucesivas, en cuanto a relaciones estructura quimica — actividad biolégica, se
propuso como trabajo de tesis el disefio racional de nuevos compuestos antiparasitarios para
combatir la enfermedad de Chagas, una de las veinte enfermedades consideradas desatendidas
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Hoy en dia esta enfermedad es tratada con
farmacos que solo son efectivos en la fase aguda de la enfermedad y conllevan muchos efectos
nocivos al paciente, generando la necesidad de desarrollar nuevas alternativas. En este contexto,
el objetivo general del trabajo de posgrado fue sintetizar y caracterizar nuevos compuestos
organometalicos con el centro fac-Re(1)(CO)s, ya que este tipo de compuestos han sido descritos
en los ultimos afios como una clase de compuestos antiproliferativos prometedores. Estos
nuevos compuestos fueron disefiados para que incluyeran en una misma molécula dos ligandos
organicos bioactivos pertenecientes uno a la familia de derivados bidentados de la 1,10-
fenantrolina (NN) y otro a una familia de azoles monodentados como clotrimazol (CTZ) o
ketoconazol (KTZ). En este sentido, se sintetizaron y caracterizaron completamente cinco
compuestos de formula fac-[Re(CO)3;(NN)(CTZ)](PFs) y el compuesto fac-[Re(CO)3(NN)(KTZ)](PFs).
Se evalud su potencialidad como farmacos tripanosomicidas a través de ensayos biolégicos in
vitro, los cuales mostraron buena actividad contra epimastigotas y tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi comparable con la del fdrmaco de referencia Nifurtimox, y moderada a buena
selectividad hacia el pardsito en comparacién con el modelo de células de mamifero VERO. Se
realizaron estudios de propiedades fisicoquimicas de interés bioldgico tales como lipofilia y
estabilidad en solucion en diversos medios, donde todos los compuestos probaron ser
prominentemente estables. Asimismo, se incursiond en el mecanismo probable de accién
mediante el estudio experimental y tedrico de dos potenciales blancos: el ADN y la enzima
lanosterol 14-a-desmetilasa (CYP51) involucrada en la ruta biosintética del ergosterol. Se observé
gue los compuestos sintetizados actian sobre los mismos blancos que los ligandos libres,
primariamente sobre la sintesis del ergosterol, componente vital de la membrana del parasito.
Se realizaron estudios metaldmicos de captacién celular sobre Trypanosoma cruzi, que

demostraron una baja captacion de renio por parte de los parasitos y una asociacién preferencial
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del compuesto con las proteinas solubles, asi como una baja asociacion con el ADN. Con este fin,
se optimizd y validé un método novedoso para la determinacién de renio, proporcionando una
nueva herramienta para futuras investigaciones de metalofarmacos de renio, con varias ventajas
inherentes. Con el fin de profundizar en la localizacién del compuesto mas prometedor en todo
el parasito, se realizé microscopia Raman confocal. A pesar de la baja intensidad de estiramiento
de los tricarbonilos, se observo que las sefiales asociadas al ADN sufren cambios en su localizacion
a lo largo del parasito, indicando una posible interaccion débil con el compuesto. En resumen, el
conjunto completo de resultados demostré la potencialidad de estos nuevos tricarbonilos de

Re(l) como candidatos prometedores para el desarrollo de farmacos antitripanosoma.
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Abstract

Based on the knowledge gathered by the Medicinal Inorganic Chemistry group in Montevideo in
successive investigations, related to chemical structure — biological activity correlations, the
rational design of new antiparasitic compounds to fight Chagas disease, one of the twenty
diseases considered neglected by the World Health Organization (WHO), was proposed.
Nowadays, the treatment of Chagas Disease involves drugs that are only effective in the acute
phase of the disease and have many harmful effects on the patient, generating the need to
develop new alternatives. In this context, the general objective of this work was to synthesize
and characterize new organometallic compounds with the fac-Re(l)(CO)s center, since these
compounds have been described in recent years as a class of promising antiproliferative
compounds. These new compounds were designed to include in the same molecule two bioactive
organic ligands, one belonging to the family of bidentate derivatives of 1,10-phenanthroline (NN)
and the other one to a family of monodentate azoles, clotrimazole (CTZ) and ketoconazole (KTZ).
In this regard, five fac-[Re(CO)3(NN)(CTZ)](PFs) compounds and fac-[Re(CO)3(NN)(KTZ)](PFs) were
synthesized and fully characterized. Their potential as trypanosomicidal drugs was evaluated
through in vitro biological assays, that showed good activity against epimastigotes and
trypomastigotes of Trypanosoma cruzi, comparable to that of the reference drug Nifurtimox, and
moderate to good selectivity towards the parasite compared to the VERO mammalian cell model.
Relevant physicochemical properties of biological interest such as lipophilicity and stability in
different media where studied, where all compounds proved to be prominently stable.
Furthermore, the probable mechanism of action was explored through the experimental and
theoretical study of two potential targets: DNA and the enzyme lanosterol 14-a-demethylase
(CYP51) involved in the ergosterol biosynthetic pathway. It was observed that the synthethized
compounds act on the same targets as the free ligands, primarily on the synthesis of ergosterol,
a vital component of the parasite's membrane. Cellular capture metallomic studies on
Trypanosoma cruzi were performed, that demonstrated a low rhenium uptake by the parasites
and a preferential association of the compound with soluble proteins, as well as a low association
with DNA. For this purpose, a novel method for the determination of rhenium was optimized and

validated, providing a new tool for future research on rhenium matallodrugs, with several
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inherent advantages. To deepen into the localization of the most promising compound in the
whole parasite, confocal Raman microscopy was performed. Despite the low intensity of the
tricarbonyls stretching, it was observed that the signals associated to DNA suffer changes in their
localization along the parasite, indicating a possible weak interaction with the compound. In
summary, the full set of results demonstrated the potential of these novel Re(l) tricarbonyls as

promising candidates for further antitrypanosomal drug development.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION



1 INTRODUCCION

1.1 Los metales como pieza clave en el organismo

La incorporacién de metales en la investigacion en el ambito medicinal, enfocada al desarrollo de
potenciales fdrmacos, ha tomado cada vez mds relevancia en la comunidad cientifica

internacional.

Los metales tienden facilmente a perder electrones y a solubilizarse en medios biolégicos en sus
formas catidnicas. Las moléculas bioldgicas, como las proteinas y el ADN, suelen ser muy ricas en
electrones, siendo la atraccion debida a estas cargas opuestas propicia para la interaccién y
formacidn de enlaces entre éstas y los cationes metalicos. Asimismo, son muy comunes las
interacciones de metales con moléculas pequefias como el oxigeno (O;). Debido a esto, es muy
comun la presencia de metales involucrados en varias funciones bioldgicas esenciales a nivel de

nuestro organismo [1].

Las funciones bioldgicas que involucran la presencia y accion directa de metales son muy
variadas. A modo de ejemplo, la hemoglobina se enlaza a oxigeno a través de un 4&tomo de hierro,
pudiendo transportar esta molécula esencial para la vida a los tejidos bioldgicos. Asimismo, en el
nucleo de las células, el zinc (Zn) provee el marco estructural para la regulacion de la funcién de
los genes. De manera similar, el calcio (Ca) es base para el marco estructural de todo nuestro
organismo, formando parte de los minerales que componen los huesos. Metales como cobre
(Cu), hierro (Fe), manganeso (Mn) y zinc forman parte de las metaloenzimas que facilitan una

gran variedad de reacciones necesarias para la vida [1].

Como se puede apreciar, la importancia de los metales en el organismo no radica meramente en
la presencia y consecuentes efectos del metal individual, sino que abarca a los compuestos
formados por estos. Es conocido que el organismo humano necesita de la vitamina B1z, que
presenta cobalto como un centro metalico en su estructura, mas no se conoce necesidad de
cobalto per se, no habiéndose reportado problemas de salud por deficiencias de este elemento

por fuera de su rol constitutivo en la vitamina B [2].



Los compuestos organometdlicos, son compuestos que presentan al menos un enlace covalente
metal-carbono. Estos adquieren relevancia en un contexto biolégico cuando el metal se
encuentra como centro de coordinacidn en una estructura molecular que posee una actividad
bioldgica determinada. Es de destacar que los metales como centros de coordinacidon forman
enlaces de un cardcter mas débil (50 — 150 kJ mol?) que las interacciones covalentes entre
atomos de carbono (300 — 400 kJ mol™? para un enlace C-C simple), permitiendo una mayor
flexibilidad para la formacién y disociacion de enlaces en condiciones bioldgicas. Estas
interacciones suelen cumplir un rol vital en el reconocimiento de posibles blancos de accion

durante el desarrollo de potenciales metalofarmacos [3].

Dada la amplia participacidon de metales en las diversas funciones bioldgicas del organismo y a su
incorporacion en moléculas complejas que cumplen roles vitales, es que surge un darea de
investigacion muy importante denominada Quimica Inorgdnica Medicinal, que tiene como uno
de sus objetivos principales el disefio racional de fdrmacos que contengan centros metalicos u

organometdlicos en su estructura.

En este contexto, los compuestos de coordinacidn constituyen una herramienta muy interesante
y versatil, a partir de los cuales se pueden desarrollar potenciales metalofarmacos, mediante la
combinacién de centros metalicos u organometdlicos con ligandos bioactivos, con el fin de que

el producto final posea una actividad bioldgica incrementada.

1.2 La Quimica Inorganica Medicinal

La Quimica Inorgdnica Medicinal es un d4rea de investigacion muy prominente, impulsada
principalmente por el desarrollo del cisplatino (cis-[Pt(NH3),Cl>]) en la década de los afios 60, el
cual es un reconocido farmaco antitumoral basado en platino (Pt) como centro metdlico.
Asimismo, dentro de esta disciplina cientifica se ha destacado el uso de distintos centros
metalicos con la premisa de aumentar la eficacia de farmacos organicos. A la fecha, los
compuestos de platino siguen siendo lideres en el tratamiento quimioterdpico de varios tipos de
cancer, y sus efectos y efectividad no han sido replicados por ningin compuesto organico,
demostrando el rol vital de la interaccion metal-biomolécula en la actividad biolégica del

compuesto [1].



El campo de la Quimica Inorganica Medicinal abarca una amplia gama de temas de interés [4],

entre los cuales se destacan:

» El desarrollo de productos a base de metales con fines terapéuticos y de diagndstico de
agentes de enfermedades humanas.

» Lainvestigacion del papel de los iones metalicos, las metaloproteinas y la homeostasis de los
iones metdlicos en salud y enfermedad.

» El disefio de agentes quelantes para uso en el tratamiento de sobrecarga de iones metalicos
0 exposicidon a iones metalicos téxicos.

» La elucidacion de las funciones generales, a nivel molecular, de iones metalicos enddgenos y
exdgenos en los sistemas vivos.

» Suplementacidén de metales esenciales.

En términos generales, la Quimica Inorganica Medicinal se desarrolla en dos contextos, cuando
se trabaja sobre un metal que ya esta presente en el organismo, o cuando se introduce

intencionalmente al mismo un metal con un fin terapéutico o de diagnéstico.

Cabe destacar que los estudios relacionados con la quelacién de iones metalicos se utilizan tanto
para evitar los efectos negativos derivados del exceso de un metal esencial, como para combatir
la intoxicacidn por la presencia de un metal toxico. En el sentido opuesto es notoria la
contribucién de esta area a la suplementacion de metales esenciales, potenciando Ia

incorporacion al organismo de dichos elementos.

El hecho de introducir un compuesto metalico al organismo puede ser con el propdsito de realizar
un diagnodstico o como parte de un tratamiento. Para el investigador Peter Sadler [5], la mayor
parte de los elementos de la tabla periddica, hasta el bismuto inclusive (ya que la radioactividad
asociada a muchos elementos de mayor nimero atémico suele presentar serios problemas de
toxicidad), son utilizados en metalofarmacos. Asimismo, pueden utilizarse tanto metales
esenciales como no esenciales. Cabe destacar que algunos radionucleidos metdlicos poseen
amplio uso en la realizacién de estudios diagndsticos por imagenologia molecular, como es el
caso del tecnecio-99m (**MTc), y otros se utilizan en agentes terapéuticos, como es el caso del

itrio-90 (°°Y).



El uso de compuestos metalicos en el ambito de la salud depende en gran medida de su capacidad

para superar la barrera que supone la nocién colectiva de toxicidad asociada a muchos de los

metales, en especial por los peligros asociados a elementos como mercurio (Hg), plomo (Pb) y

cromo (Cr). Esto revela la necesidad de establecer que los compuestos metdlicos pueden ser

diseflados para presentar ciertas propiedades, tales que su uso sea seguro y su actividad bioldgica

sea especifica [5]. En la Figura 1 se muestran algunos ejemplos de metalofdrmacos exitosos en

uso clinico o en fase clinica (Doxovir).
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Figura 1. Algunos metalofarmacos y potenciales metalofarmacos descriptos en la literatura cientifica.

En este contexto, la Quimica Inorgdnica Medicinal provee de una disciplina con la potencialidad

de descubrir nuevos farmacos de base metalica, con el fin de actuar sobre diversos problemas a

nivel de la Salud Publica. Estos nuevos farmacos se disenan segun diferentes escenarios [6]:

» Un metal que posee una determinada accion bioldgica puede ver mejorada su capacidad para

alcanzar ciertos blancos de accidon y mejorar su biodisponibilidad, gracias a la unién con

ligandos no necesariamente bioactivos. Estos ligandos pueden ademas disminuir los efectos


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1040842816301640
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=AuNa3O6S4

toxicos del metal, al dirigirlo a sitios de accién especificos, evitando que se encuentre
disponible para participar en reacciones no deseadas, como inhibiciones enzimaticas u otras
reacciones dafiinas para el organismo [6].

» Desarrollar una actividad que ni el ion metalico ni el ligando presentan, siendo la especie
generada, y no el ion metalico o los ligandos, la que presenta actividad bioldgica. El ejemplo
mds importante es el del formaco antitumoral cisplatino (Figura 1). Este incluye en la esfera
de coordinacién del Pt(ll) ligandos cloruro y amino que por separado no muestran ninguna
actividad farmacoldgica. Sin embargo, la especie de Pt(ll) generada por coordinacién muestra
una importante actividad antiproliferativa.

» El metal es utilizado para formar complejos bioactivos gracias a su combinacién con uno o
varios ligandos que presenten actividad bioldgica por si mismos [5]. Puede generarse un
efecto sinérgico entre el centro metalico y los ligandos utilizados, que potencie la actividad
farmacoldgica de los ligandos libres sin coordinar, asi como una mejora de los efectos
biolégicos debido a la presencia del metal en el compuesto. Los posibles cambios de las
caracteristicas fisicoquimicas al formarse un complejo (lipofilia, solubilidad, estabilidad)
pueden afectar positivamente la biodisponibilidad y mejorar la efectividad al aumentar el
tiempo de residencia en el organismo [6].

» La coordinacién de un ligando bioactivo a un ion metalico obviamente modifica las
propiedades fisicoquimicas y electrénicas del mismo, lo cual abre la puerta a que se puedan
burlar fendmenos de resistencia. El compuesto de coordinacion generado tendrd una
estructura que puede no ser reconocida por los mecanismos de resistencia al ligando

desarrollados por células tumorales o microorganismos.

1.2.1 Metalofarmacos de diagnéstico
Los metalofarmacos han cumplido un importante rol como herramientas de diagnosis y terapia.
En este sentido, la imagenologia molecular permite visualizar, caracterizar y medir procesos
moleculares a nivel celular, y en este ambito cobran relevancia los radiofdrmacos, conocidos por
su utilidad a la hora de diagnosticar ciertos tipos de cancer, enfermedades cardioldgicas,

infecciones, desdrdenes neuroldgicos, entre otros trastornos. Los metalofarmacos han supuesto



una mejora importante en cuanto a la calidad de los métodos de diagndstico en comparacidon con
métodos previos menos sensibles. Incluso, han permitido diferenciar tejidos carcinogénicos y
tejidos sanos, previo al andlisis de una toma fisica de tejido [7]. En este marco, se destacan los
radiofarmacos de Tecnecio-99m [8], siendo éste el radionucleido de mayor uso en la actualidad,
gracias a sus caracteristicas fisicoquimicas, a su tiempo de vida media que permite su utilizacion
sin exponer al paciente a una radiacién excesiva, a la ausencia de emisidn de particulas

radiotdxicas (o o B) y a su produccion de bajo costo.

1.2.2 Metalofarmacos terapéuticos
Una gran variedad de metalofarmacos terapéuticos se han desarrollado y aprobado para su uso
clinico, asi como muchos otros se encuentran en fase de prueba. Entre ellos pueden encontrarse
anticancerigenos [9,10], radiofarmacos terapéuticos, antibidticos y antiinflamatorios [11],
antiparasitarios [12], antiartriticos, antivirales, antidiabéticos, psicotrépicos, y farmacos para

tratar desérdenes cardiovasculares, gastrointestinales, entre otros [7].

1.2.3 Metalofarmacos antiparasitarios
Algunos de los primeros metalofarmacos utilizados en terapia fueron agentes antimicrobianos y
antiparasitarios a base de arsénico [13]. En el afio 1907, se reporté el uso de atoxilo, un farmaco
a base de arsénico, en el tratamiento de la tripanosomiasis [14]. Desde entonces, se han
desarrollado diversos metalofarmacos, por ejemplo, compuestos de antimonio como el
Solustibosan y el Pentostam [15,16], y compuestos prometedores actualmente en fase clinica
como el compuesto organometalico de hierro, ferroquina [17]. En la figura 2 se pueden apreciar

la estructura de algunos de los compuestos mencionados.
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Figura 2. Ejemplos de metalofarmacos antiparasitarios.

1.3 Enfermedades tropicales desatendidas

Las enfermedades tropicales desatendidas, son un grupo de enfermedades que ocurren bajo
condiciones de clima tropical y subtropical, y que se encuentran intimamente ligadas a la
pobreza, por lo que prosperan en dareas donde no existe el acceso a agua potable o un
saneamiento adecuado, donde la atenciéon médica es limitada, y la poblacién vive en proximidad

con animales y vectores de enfermedades infecciosas [18].

En conjunto suponen pérdidas humanas y econdmicas importantes a nivel mundial, pero no
parecen representar una prioridad para la industria farmacéutica a nivel global, a pesar de ser
enfermedades discapacitantes e inhabilitantes. Esto se debe en gran parte a no suponer una
inversion rentable. Son enfermedades de poblaciones desatendidas que perpetian un ciclo de
dificultades a nivel econdmico, educativo y oportunidades profesionales limitadas. Ademas, se

asocian con el estigma y la exclusién social [18,19].



En 2010 se calculd que este conjunto de enfermedades causé unos 26,06 millones de afios de
vida ajustados por discapacidad (DALYs), indicador que resume el impacto de la mortalidad y
discapacidad asociado a una enfermedad mediante estudios de carga de ésta. A modo
comparativo, este valor de DALYs es el doble que los causados por la hepatitis, e igual a la suma

de los DALYs para cancer de mama, colon y recto, respectivamente [20].

1.3.1 Enfermedad de Chagas
Dentro de las enfermedades tropicales desatendidas se encuentra la enfermedad de Chagas, una
enfermedad parasitaria endémica que representa un problema de salud acuciante en las
regiones mas pobres de América Latina. Debido a la falta de una quimioterapia adecuada para su
correcto tratamiento, es que se requiere con gran urgencia el desarrollo de nuevos fadrmacos mas

eficientes y menos toxicos.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la enfermedad de Chagas, también
conocida como Tripanosomiasis Americana, es una enfermedad potencialmente mortal causada
por el parasito protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) [19]. Se estima que entre
6 y 7 millones de personas en todo el mundo estan infectadas con el parasito T. cruzi. La
enfermedad de Chagas se encuentra principalmente en d4reas endémicas de 21 paises
latinoamericanos continentales, donde se transmite principalmente cuando los humanos entran
en contacto con heces y/o orina de insectos triatominos (Figura 3) chupadores de sangre

infectados (transmision por vectores).

Figura 3. Centro: imagen del parasito. Laterales: Imagenes de insectos triatominos.

La enfermedad de Chagas alguna vez estuvo completamente confinada a la Regién de las

Ameéricas. Sin embargo, en las uUltimas décadas el patrén epidemioldgico de la enfermedad



cambid de una enfermedad rural a una enfermedad mayoritariamente urbana, principalmente
debido a la movilidad poblacional, la urbanizacién y la migracion (en la Figura 4 se representa el
fendmeno de globalizacién por migracion). Como consecuencia, se ha detectado un mayor
numero de casos en Canadd y Estados Unidos de América, asi como en regiones de Europa, el
Mediterrdneo Oriental y el Pacifico Occidental. Debido a la gran cantidad de personas que
permanecen sin diagndstico o tratamiento, combinado con las areas con transmisién activa

restantes, se estima que 75 millones de personas corren el riesgo de infeccion.
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Figura 4. Poblacién mundial estimada actual infectada por T. cruzi. Fuente: Patterson & Guhl (2010).
Geographical Distribution of Chagas Disease. American Trypanosomiasis, 83-114.

El pardsito muestra un ciclo de vida complejo involucrando etapas en los insectos infectados
(tripomastigotas metaciclicos no replicativos y epimastigotas no infecciosos) y en el hospedero
humano (tripomastigotas infectivos méviles y amastigotas replicativos intracelulares) (Figura 5),

gue muestran diferente susceptibilidad a farmacos [21].
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Figura 5. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Fuente: Sitio web «Centers for Disease Control and
Prevention (CDC)» [21].

Los parasitos ingresan al huésped mamifero de distintas maneras: i) cuando la persona, sin darse
cuenta, refrega los desechos del insecto en la picadura u otra herida en la piel, los ojos o la boca,
siendo ésta por amplio margen la mas frecuente, ii) a través de transfusiones de sangre, iii) al
realizarse un transplante de 6rganos de donantes infectados, iv) por transmisidon congénita (de
madre a hijo) durante el embarazo o el parto, v) por el consumo de alimentos que han sido
contaminados con desechos de triatominos infectados, tipicamente infectando a grupos de

personas (causando brotes).

La enfermedad se caracteriza por tener dos etapas, una fase aguda y una fase crénica. Ambas
fases pueden darse tanto de manera asintomatica como representar un serio riesgo de vida [21].
Durante la fase aguda, que puede tener una duracidon de semanas a meses desde el inicio de la

infeccion, una persona puede no presentar sintomas o tener sintomas leves, como fiebre, fatiga,
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dolores corporales, dolor de cabeza, erupcion cutanea, pérdida de apetito, diarrea y vomitos.
Debido a que estos sintomas son similares a los de otras enfermedades, la mayoria de las
personas no reconocen que su enfermedad es por infeccién con el parasito T. cruzi. Durante la
fase crénica, que puede durar décadas o incluso la totalidad de la vida de la persona infectada,
la mayoria de las personas no presentan sintomas. Aproximadamente entre el 20y el 30 % de las
personas infectadas desarrollan complicaciones cardiacas (que pueden incluir corazén
agrandado, insuficiencia cardiaca, alteracion de la frecuencia o el ritmo cardiaco e incluso paro
cardiaco) y/o complicaciones gastrointestinales (que pueden incluir eséfago o colon agrandado,

provocando dificultades para comer o defecar) [21].

En mayo de 2019, dando seguimiento a la decisidn de la 72° Asamblea Mundial de la Salud, se
establecio el Dia Mundial de la Enfermedad de Chagas, el cual pasé a celebrarse el 14 de abril,
fecha en que Carlos Chagas diagnosticé el primer caso humano de la enfermedad en el afio 1909
[19]. Cabe destacar que la pérdida econdmica anual estimada a nivel global a causa de esta
enfermedad es de 627,46 millones de ddlares en costos de atencion médica, recayendo un 78,35
% en América Latina [22]. Esto constituye un factor adicional al deterioro de la situacion

econdmica de las zonas pobres mas afectadas por la misma.

En la actualidad, esta enfermedad es tratada con dos compuestos nitrogenados heterociclicos
desarrollados entre las décadas de los 60 y 70, denominados Nifurtimox y Benzinidazol (Figura
6). Sin embargo, ambos farmacos sélo son efectivos en fases agudas de la enfermedad y conllevan
muchos efectos nocivos al paciente tratado. Esto genera la necesidad de desarrollar nuevos
farmacos que permitan tratar la enfermedad no sélo en |la fase mds aguda, y que, ademds, posean

menores efectos nocivos secundarios.
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Figura 6. Farmacos utilizados actualmente para el tratamiento de la enfermedad de Chagas.

1.4 Antecedentes del grupo y de la tematica de investigacion

El grupo de Quimica Inorganica Medicinal de Facultad de Quimica, liderado por la Dra. Dinorah
Gambino, ha trabajado durante varios afos en el disefio racional de potenciales metalofarmacos
contra enfermedades de alta incidencia regional, desarrollando numerosos compuestos como
potenciales farmacos y aportando vasto conocimiento en la tematica [23-32]. Este grupo se ha
centrado en la estrategia de hibridacién de agrupamientos bioactivos, “metal o centro
organometalico + ligando orgdnico bioactivo”, que conduce en muchos casos a compuestos
metdlicos con propiedades bioldgicas mejoradas, que presentan actividades incrementadas
respecto a los ligandos bioactivos utilizados en forma individual, y que afectan potencialmente

multiples blancos de accion [33-34].

En base a los conocimientos adquiridos por el grupo en investigaciones sucesivas a lo largo de los
afios, en cuanto a relaciones estructura quimica — actividad bioldgica, es que se ha enfocado el
trabajo fundamentalmente al disefio racional de nuevos compuestos antiparasitarios, en

particular para combatir la enfermedad de Chagas.

1.5 Diseno racional de metalofarmacos

Las investigaciones llevadas a cabo en el marco de la Quimica Inorganica Medicinal han
demostrado la capacidad para desarrollar potenciales farmacos a base de metales para el
tratamiento de enfermedades parasitarias [35-37]. La tendencia actual apunta a un desarrollo

racional de los potenciales metalofarmacos, proceso por el cual se seleccionan racionalmente
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distintos aspectos estructurales asociados al metalofarmaco, de manera de modular el perfil

farmacoldgico del mismo.

La eleccion del metal y su estado de oxidacion (y, por lo tanto, también de la geometria de
coordinacidn), el tipo y nimero de ligandos y posibles coligandos, los contraiones, entre otros
factores, son todas variables que tienen implicancia a nivel de la actividad bioldgica. Por lo tanto,
el control de estos factores es primordial durante el disefo racional de compuestos. La eleccion
de estas variables en base al conocimiento previo permite direccionar el trabajo hacia la
obtencién de complejos metalicos con propiedades cinéticas y termodinamicas que permitan la
modulacion de su actividad bioldgica [3]. En este sentido, varias familias de potenciales farmacos
antiparasitarios a base de metales han sido reportados por el grupo de investigacion que integro
a lo largo de los afos, con resultados muy prometedores [38-44]. Se utilizaron diferentes
estrategias de diseno, como la coordinacién de un ligando bioactivo con actividad antiparasitaria
para mejorar su biodisponibilidad o lograr una sinergia metal — farmaco a través de un
mecanismo de accidén “multitarget”, y la coordinacién de metales a compuestos intercaladores
de ADN (de manera que esta biomolécula sea un blanco dentro del parasito). Entre los centros
metdlicos utilizados en investigaciones previas, se destaca el uso de renio (Re(l)), mas
especificamente formando un centro organometdlico de tipo fac-{Re(CO)s}, el cual fue reportado

por el grupo como una buena estrategia para el disefio de compuestos antitripanosomatidos [45].

Cabe destacar que el renio(l) y sus compuestos han sido ampliamente estudiados en general por
sus propiedades fotofisicas, fotoquimicas y cataliticas. Asimismo, los compuestos de renio(l) han
sido utilizados en el campo de la medicina nuclear, en el desarrollo de metalofarmacos
radioterapéuticos [46]. Ademas, el centro organometalico fac-{Re(CO)s} ha sido explorado en el
campo de desarrollo de agentes antitumorales [47-48], mostrando resultados muy prometedores

[49-51].

1.5.1 El renio en compuestos organometalicos
El estudio de la sintesis y caracterizacidn de los tricarbonilos de renio comenzé a principios de la

década de 1940, cuando Walter Hieber et al. estudiaron la sustitucion de complejos de tipo
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halégeno-Re-pentacarbonilo [52]. En particular, se sintetizd en este trabajo el compuesto

[Re(CO)3BrPhen], como intermediario de uno de los complejos finales de estudio.

El centro organometalico fac-{Re(CO)s} es muy estable incluso en presencia de disolventes
coordinantes o en soluciones de acido clorhidrico diluido (Figura 7). Unicamente el acido sulfurico
y el 4cido nitrico son capaces de oxidar dicho centro y, consecuentemente, descomponer los

compuestos que lo contengan en su estructura [52].

X
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Figura 7. Representacion del centro fac-{Re(CO)s} (X,Y,Z representan las posiciones de coordinacion
libres).

La principal caracteristica estructural de los tricarbonilos de renio es la geometria de
coordinacién octaédrica del ion central que proporciona tres sitios de coordinacion vacantes,
ademds de los tres carbonilos coordinados en disposicién facial. Teniendo en cuenta la
clasificacién de acidos y bases duros y blandos, desarrollada en 1963 por Pearson, el centro
tricarbonilo de Re(l) se reconoce como un acido de Lewis duro. En consecuencia, la estabilidad
de los complejos de este centro metalico da como resultado estabilidades en el orden N>S >0
para los atomos donantes de los ligandos. Por lo tanto, se encuentran con frecuencia en la

literatura cientifica complejos tricarbonilo de Re(l) con piridina, bipiridina y fenantrolina.

El centro organometalico fac-{Re(CO)s} despertd particular interés en las investigaciones del
grupo de Quimica Inorgdnica Medicinal que integro, reportandose una serie de complejos con
ligandos de tipo semicarbazona con actividad anti T. cruzi [45]. Asimismo, el grupo de
investigadores notd que existia un gran impulso en la comunidad cientifica por desarrollar

compuestos de tricarbonilo de renio(l) como compuestos antitumorales.
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Se han reportado desarrollos con enfoque en compuestos antitumorales mostrando resultados
prometedores desde que los primeros compuestos citotoxicos del centro {Re(CO)s} fueron
reportados en el aio 2000 [53]. Diversos trabajos han surgido expandiendo la investigacién de
este tipo de aplicacién [49-51]. Un trabajo publicado por Gasser et al. en 2014 resume la

evaluacién bioldgica de diferentes tricarbonilos de Re(l) [54].

Sin embargo, el uso de tricarbonilos de renio en el desarrollo de agentes antiparasitarios no ha
sido practicamente explorado. Esto dio lugar al problema central de investigacién del presente
trabajo de tesis, siendo que se trata un interesante centro organometalico, buen candidato para
el desarrollo de compuestos antiparasitarios, dado que se ha descrito que los compuestos con

actividad antitumoral suelen presentar también actividad antiparasitaria y viceversa.

1.5.2 Larelacidn entre actividad antitumoral y actividad antiparasitaria
Se ha encontrado una importante relacidn de actividad entre los compuestos antitumorales y los
compuestos antiparasitarios. Tanto es asi que incluso se ha llegado a estudiar para varios
farmacos algo conocido como “drug repositioning”, una estrategia que permite que farmacos
existentes y aprobados se reutilicen de manera innovadora para tratar otras enfermedades [55].
A modo de ejemplo, la Ivermectina, un reconocido farmaco antiparasitario, ha sido de particular
interés como potencial antitumoral [56]. Algunos medicamentos antiparasitarios y antitumorales
comparten el mismo blanco. La accién mutua de los fdrmacos antiparasitarios y anticancerigenos
puede estar relacionada con blancos similares a nivel de las células tumorales y de los parasitos
y/o a similitudes metabdlicas entre estos tipos de células de rapido crecimiento [57-60].
Asimismo, se ha prestado particular atencion a inhibidores de enzimas, tales como inhibidores
de la proteina quinasa, como un medio para suprimir el crecimiento tumoral. Por ejemplo, se ha
confirmado que una variedad de medicamentos dirigidos a las quinasas dependientes de ciclina
(CDK), enzimas esenciales en la proliferacién de células tumorales, que también han sido

identificadas en parasitos, poseen efectos duales como antiparasitarios y anticancerigenos.

Adicionalmente, una serie de caracteristicas que ocurren en las interacciones del parasito con el
huésped en la enfermedad de Chagas, son muy similares a las caracteristicas observadas en

ciertos tipos de cancer. El crecimiento de parasitos tripanosomatidos en su huésped y el de las
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células tumorales muestra al menos dos caracteristicas comunes que son: la capacidad mutua
para la divisidn celular rapida y algunas estrategias de evasion y defensa inmunolégica [61]. Como
ejemplos de este fendmeno, se pueden citar reportes de algunos farmacos antitumorales como
Imatinib [62], antifolatos [63] y Cisplatino [64], que poseen también efectos antiparasitarios. Por
otro lado, algunos antiparasitarios como Artemisinina [65] y Albendazol [66], poseen efectos

anticancerigenos.

1.5.3 Ligandos bioactivos utilizados en este trabajo
Por los motivos mencionados anteriormente, el objetivo de este trabajo fue profundizar en el
estudio de tricarbonilos de Re(l) para el desarrollo de potenciales agentes antiparasitarios,
incorporando ligandos bioactivos de interés. Entre los posibles ligandos a utilizar se planted el
uso de la 1,10-fenantrolina y sus derivados. Estos son ligandos bidentados planos que ejercen
efectos citotdxicos en variados sistemas biolégicos y han mostrado actividad en parasitos [67-
68]. Estudios sugieren que su efecto citotdxico esta relacionado con su capacidad de intercalarse
entre pares de bases del ADN [69-70]. La inclusién de estos ligandos puede favorecer la
interaccion intercalante de los nuevos compuestos con el ADN, resultando esta biomolécula un
potencial blanco de accidn. En este sentido, se seleccionaron 5 derivados de la 1-10-fenantrolina,

tal como se pueden apreciar en la Tabla 1y la Figura 8.

Tabla 1. Derivados de la 1,10-fenantrolina utilizados como ligandos bioactivos

Codigo Compuesto
phen 1-10-fenantrolina
aminophen 5-amino-1-10-fenantrolina
tmp 4,3,7,8-tetrametil-1-10-fenantrolina
bipy 2,2"-bipiridina
dmb 4,4’-dimetil-2,2 -bipiridina
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Figura 8. Estructuras de los ligandos derivados de la 1,10-fenantrolina utilizados.

Considerando que el centro organometalico elegido posee la capacidad de formar tres enlaces
de coordinacion, y siendo que los derivados de la 1,10-fenantrolina son ligandos bidentados,
puede coordinarse un ligando extra monodentado. En este sentido, existen varios azoles
bioactivos que pueden actuar como un ligando monodentado, entre los cuales se encuentra el
clotrimazol. Este compuesto ha demostrado una potente actividad antifungica [71], actuando a
nivel de la biosintesis del ergosterol, principal esterol en tripanosomatidos, esencial para proveer
estructura y funcién a sus membranas y para la multiplicacién del parasito [72]. Actua inhibiendo
la actividad de la enzima lanosterol 14 alfa-desmetilasa (CYP51) que convierte lanosterol en

zymosterol, precursor del ergosterol [73].

La biosintesis de esteroles en tripanosomatidos (Figura 9) difiere de la del huésped humano
(donde el esterol base es el colesterol), por lo que esta enzima es muy conveniente como blanco
de accién [74-75]. En este trabajo se utiliza principalmente el clotrimazol como segundo ligando,

siendo también sintetizado un complejo con su homodlogo ketoconazol (Figura 10).
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AcetylCoA Ergosterol

1

Acetoacetyl-CoA
4,4-Dimethyl-5-alpha-cholesta-
8,14,24-trien-3-beta-ol
Lanosterol 14-demethylase
(CYP51)
Presqualene diphosphate Lanosterol
1 Squalene synthase T Lanosterol synthase
Squalene —> Squalene-23-epoxide
Squalene-2 3-epoxidase
Isoprenoids Biosynthesis Pathway Sterol Biosynthesis Pathway
(1BP) (SBP)

Figura 9. Esquema de la biosintesis de esteroles en epimastigotas de T. cruzi. Fuente: Journal of
Chromatography B 1061-1062 (2017) 225-232.

Uno de los primeros pasos en la ruta del lanosterol es la desmetilacion del sistema de anillos en
la posicion C14. El paso de desmetilacidn utiliza una enzima monooxigenasa que contiene
citocromo P450. Los azoles interfieren en la etapa de desmetilaciéon de la via. Los pares de
electrones libres que existen en los atomos de nitrégeno de los azoles antifungicos interactian
con el grupo hemo del citocromo P-450, interaccidn favorecida por las partes hidrofébicas de Ia
molécula, impidiendo la oxidacion del grupo metilo y evitando asi su remocion de la estructura
[74]. La interaccién con el citocromo P-450 también ocurre en los mamiferos, particularmente
con enzimas sintetizadoras de esteroides, lo que resulta en cierta toxicidad. Sin embargo, a
diferencia del caso anterior, la inhibicion es competitiva con respecto al sustrato y esto puede
explicar el nivel relativamente bajo de toxicidad observado en compuestos como ketoconazol

[74].

La actividad de este tipo de ligandos en complejos metdlicos antiparasitarios ya ha sido estudiada
por Sanchez-Delgado et al. [76]. Los azoles clotrimazol y ketoconazol han sido reportados como
parte de complejos con actividad biolégica hacia diversas enfermedades, incluyendo actividad

hacia T. cruzi [77-81].
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Figura 10. Azoles utilizados como ligandos. Izquierda clotrimazol. Derecha ketoconazol.

1.6 Rol de la Quimica Bioanalitica

Durante el desarrollo de nuevos potenciales farmacos, es de vital importancia poder caracterizar
las estructuras, cuantificar los niveles en medios bioldgicos y evaluar las propiedades de los
compuestos desarrollados en distintos entornos de interés. Para ello es clave la aplicacion de

herramientas de la Quimica Bioanalitica.

La Quimica Bioanalitica es una subdisciplina de la Quimica Analitica que implica la separacién,
deteccidn, identificacion y cuantificacion de distintos analitos en muestras bioldgicas en
diferentes entornos. A menudo implica el estudio de moléculas como proteinas, péptidos, acidos
nucleicos y farmacos. Algunas disciplinas como la Biologia, la Bioquimica, la Medicina y la
Toxicologia, solo por nombrar algunas, se nutren con los avances de la Quimica Bioanalitica. En
particular la Biologia ha experimentado una revolucién en las ultimas dos décadas, pasando de
una ciencia descriptiva de fendmenos a una ciencia mucho mas basada en resultados de
medicidn. Los estudios bioldgicos han enriquecido las Biociencias con muchas ideas nuevas que
pueden resultar muy utiles en las investigaciones de la Quimica Bioanalitica, considerando que
muchas de las técnicas utilizadas en la actualidad, tales como la cromatografia, los

inmunoensayos y los andlisis enzimaticos, tuvieron su origen en los laboratorios bioldgicos [82].

El desarrollo en materia de analisis bioanalitico tuvo un gran impulso a partir de la década de
1970, donde la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) fue introducida y gand
rapidamente la aceptacidn inicial en los laboratorios bioanaliticos. La capacidad para analizar una

20



amplia variedad de compuestos estructuralmente diferentes sin la necesidad de la derivatizacion
guimica ofrecié ventajas significativas sobre la cromatografia de gases (GC), e incluso a su acople
con espectrometria de masas (GC-MS). Con el tiempo, el desarrollo de esta técnica permitié la
progresiva disminucién de los tiempos de analisis y su acople con la espectrometria de masas
(LC-MS), dotando a los quimicos bioanaliticos con una herramienta de andlisis altamente
poderosa [83]. Esta técnica permite desarrollar métodos que pueden diferenciar a los
compuestos en base a propiedades fisicoquimicas a través de su interaccién con la fase

estacionaria utilizada, siendo muy util para investigacion y desarrollo.

Actualmente, una de las incorporaciones mas interesantes al repertorio de los quimicos
bioanaliticos es la aplicacién de la espectroscopia Raman, la cual se ha convertido en una de las
técnicas analiticas mas poderosas en la investigacion de biopolimeros [84]. En particular, la
microespectroscopia Raman (es decir, la espectroscopia Raman acoplada a la microscopia) es un
método poderoso para el estudio de células individuales, combinando alta especificidad
molecular con una resolucion en el rango submicrométrico. Esta técnica ha sido utilizada con
éxito para determinar la ubicacién de compuestos en células cancerigenas a través de los modos
vibracionales caracteristicos del centro organometdlico fac-{Re(CO)s} [85], considerdandose una
herramienta poderosa para estudiar los posibles blancos de acciébn de complejos

organometdlicos, clave en estudios de tipo metalémico.

1.6.1 La metalomica
El constante desarrollo del conocimiento de las bibliotecas genéticas de diversas especies ha
conducido al desarrollo de las “édmicas”, disciplinas que apuntan al analisis de una determinada

clase de componentes de un organismo vivo en su conjunto.

El genoma de un organismo contiene informacion que permite la prediccidn de la totalidad de
las secuencias primarias de proteinas que pueden expresarse en dicho organismo. Esto es la base
de la protedmica, el estudio del conjunto de proteinas producidas en una célula, tejido u
organismo, su localizacién, estructura, estabilidad e interacciones bioldgicas [86]. Un tercio de
las proteinas presenta o esta asociada a un centro metdlico, que cumple funciones clave en el

organismo. La funcidon de estas proteinas, denominadas metaloproteinas, depende de Ia
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interaccion con los metales asociados a ellas [87]. Por lo tanto, es de gran importancia el estudio
de la presencia, caracterizacién y localizacion del conjunto de especies que contienen metales
presentes en los organismos vivos, que se define como el metaloma (abarca también la presencia
del metal libre), y de sus interacciones con el genoma, transcriptoma, proteoma y el metaboloma,
lo cual requiere enfoques bioanaliticos dedicados a la deteccidn, localizacién, identificacion y
cuantificacién in vivo, andlisis funcional in vitro y prediccidn in silico utilizando herramientas de

la Bioinformatica. De aqui surge el concepto de metalémica [86].

La metalédmica es entonces el campo de estudio dedicado al estudio del metaloma y sus
interacciones con el proteoma, genoma, metaboloma y biomoléculas de interés presentes en un
determinado organismo [86]. Dentro de sus lineas de investigacidn se destacan los estudios de
funcion, captacion (uptake), transporte y almacenamiento de metales [87]. En este sentido,
debido al éxito y proliferacién de potenciales metalofarmacos, la metaldmica se ha convertido
en una herramienta indispensable para el estudio del metabolismo de éstos, aportando métodos
para evaluar la captacion celular y las interacciones con moléculas biolégicamente relevantes
[86]. Esto es importante debido a que los metalofarmacos, y cualquier fdrmaco en general, se
encuentran con muchas barreras y obstaculos a superar para alcanzar una accién bioldgica
determinada, y ser efectivos para un cierto fin. Esto incluye procesos de hidrdlisis y/o
interacciones con los componentes de la sangre por via intravenosa, captacion por células, tejidos
malignos y otras entidades celulares (ej.: parasitos), cruzando membranas de forma pasiva, o a
través de un sistema portador/receptor, o mediado por canales de transporte. Todo esto puede
tener un efecto notable sobre el comportamiento farmacocinético y farmacodindmico de los
farmacos. Ademas, dentro de una célula, las interacciones del fdrmaco con las biomoléculas
pueden conducir a efectos secundarios graves o incluso a la desactivacion, impidiendo la correcta
interaccion del farmaco con su blanco predestinado donde deberia ejercer su potencial
terapéutico [88]. Todas estas interacciones que pueden ocurrir in vivo hacen que sea dificil
predecir los mecanismos de accién de los metalofarmacos, entre ellos, sus blancos de accién. En
este sentido, la metalémica busca brindar la informacién necesaria para poder esclarecer estos

complejos mecanismos, haciendo uso de métodos analiticos cada vez mas sensibles y especificos.
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1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivos generales
El objetivo general de este trabajo de tesis fue sintetizar y caracterizar nuevos compuestos
organometdlicos con el centro fac-Re(l)(CO)s y realizar estudios fisicoquimicos y biolégicos que
permitieran evaluar su potencialidad como fdrmacos tripanosomicidas. Estos nuevos
compuestos fueron disefiados racionalmente para que incluyeran en una misma molécula dos
ligandos organicos bioactivos: uno perteneciente a la familia de derivados bidentados de la 1,10-
fenantrolina y otro perteneciente a la familia de azoles monodentados. Asimismo, se pretendid
incursionar en el estudio del mecanismo de accién mas probable estudiando dos potenciales
blancos de accién propios de los ligandos bioactivos seleccionados (ADN y lanosterol 14 alfa-
desmetilasa) y de esta forma evaluar si existia correspondencia entre las actividades
tripanosomicidas observadas. Para el compuesto mas promisorio estos estudios se
complementaron con estudios de metaldmica en T. cruzi a efectos de determinar la
incorporacion y la distribucién subcelular (asociacién a biomoléculas relevantes) en el parasito.
Para esto fue necesaria la optimizacién de dos metodologias que brindaron informacién
complementaria: la espectrometria de emision atdmica por plasma de microondas y la
microscopia Raman confocal. En suma, se busco obtener nuevos compuestos con adecuado perfil
biolégico que pudieran ser considerados "hits" o lideres para el desarrollo de antiparasitarios

organometalicos.

1.7.2 Objetivos especificos

» Sintetizar y caracterizar exhaustivamente en estado sdélido y en solucién nuevos compuestos
organometalicos, tricarbonilos de Re(l) de férmula fac-[Re(CO)s3(NN)(azol)](PFe), disefiados
para que incluyan en una misma molécula dos ligandos organicos bioactivos pertenecientes
uno a la familia de derivados bidentados de la 1,10-fenantrolina (NN) y otro a la familia de
azoles monodentados (azol).

» Estudiar estabilidad, solubilidad y lipofilia de los compuestos metdlicos obtenidos.

» Determinar el efecto de la coordinacidn de los ligandos bioactivos seleccionados al centro
fac-[Re(1)(CO)s] sobre la actividad y selectividad hacia T. cruzi.

» Incursionar en el estudio del mecanismo probable de accion de los compuestos.
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Incursionar en la metalédmica de los compuestos estudiando la incorporacion y distribucidon
subcelular en T. cruzi para el compuesto mas promisorio.
Correlacionar la actividad biolégica observada para los compuestos con los aspectos

estructurales y las propiedades fisicoquimicas de los mismos.
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2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Sintesis de complejos [Re(1)(CO)3(NN)(AZOL)](PFs)

Las metodologias de sintesis se basaron en los procedimientos reportados por Maisuls et al. [1].
Se optimizaron las condiciones de tiempo de reaccién, disolvente, método de separacion y
purificaciéon. Para ello se probaron distintos tiempos de reflujo y distintas cantidades de
disolvente, seleccionando los que dieron mejor resultado en cuanto a rendimiento. Se probd
tanto separacion por filtrado como centrifugado para aislar los sélidos obtenidos del medio de
reaccion, seleccionando finalmente el centrifugado por presentar menor pérdida de
rendimiento. En cuanto a la purificcacion se realizaron lavados con distintos solventes,

priorizando aquellos donde los compuestos presentaran una menor solubilidad.

La ruta general de sintesis se muestra a continuacién en la Figura 11.

NN AgOTf
[ReBr(CO)s]—> [Re(CO)3Br(NN)] — [Re(CO)3(OTf)(NN)]
THF
tolueno
i ' 1) REOH
reflujo/N
reflujo/N 2 reflujo/N
2
2) NaPFes
N
PF
OC/////,,,I ‘\\\\\\\\\ 6
" Rel™
oc/ \azol
coO

[Re(CO)3(NN)(azol)](PFs)

Figura 11. Ruta general de sintesis.

2.1.1 Sintesis de [Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs)
En un balén de dos bocas se colocan 50 mg (0,123 mmol) de [Re(CO)sBr]. Se agrega al balén una

cantidad equimolar de 1,10-fenantrolina (0,123 mmol/22 mg) y se agregan 6 mL de tolueno
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(previamente acondicionado barbotando nitrégeno de baja pureza) bajo atmadsfera inerte de N,

protegiendo al baldn de la luz. Se calienta con agitacién a reflujo por 24 horas.

Se suspende el sélido obtenido, se transfiere a tubos para centrifuga y se centrifuga por 4 min a
3000 rpm. Se separa el sobrenadante y se lava el sélido por duplicado con 2 mL de tolueno, se
centrifuga por 5 min descartando los sobrenadantes. El sélido obtenido en el tubo se deja en

desecador a vacio protegido de la luz por 24 horas.

El sélido seco se transfiere a un balén de dos bocas, se agrega cantidad equimolar de AgOTf
(triflato de plata) (0.123 mmol/32 mg) y bajo atmdsfera de N, se agregan aproximadamente 7
mL de THF (previamente acondicionado barbotando nitrégeno de baja pureza) protegiendo el

sistema de la luz con papel aluminio. Se calienta a reflujo por 24 horas.

Se transfiere la solucion con el precipitado de AgBr a un tubo para centrifuga y se centrifuga a
3000 rpm por 5 min. Se separa el sobrenadante, el sélido se lava por duplicado con 2 mL de THF
y se centrifuga nuevamente. Ambos sobrenadantes se juntan en un balén y se evapora a presién
reducida hasta sequedad para luego retomarse en 5 mL de metanol. Se centrifuga para eliminar
cualquier residuo sélido remanente en suspension. Posteriormente se agrega una cantidad
equimolar, asumiendo 100 % de rendimiento, (0,123 mmol/43 mg) de clotrimazol disuelto en 5

mL de metanol al baldn, se barbota N; y se calienta a reflujo por 24 horas, protegido de la luz.

Una vez finalizada la reaccidén, la solucion se transfiere a un vaso de bohemia y se disminuye el
volumen a 5 mL por evaporacion. Se pesa una cantidad equimolar de NaPFs (0,123 mmol/21 mg)
y agrega a la solucidn, la cual se agita con agitador magnético y protegido de la luz hasta la
aparicion de precipitado. El precipitado se separa por centrifugacién, se realiza un lavado con 2

mL de etanol. El sélido se coloca protegido de la luz en desecador a vacio por 24 horas.

2.1.2 Sintesis de [Re(1)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs)
En un balén de dos bocas se colocan 50 mg (0,123 mmol) de [Re(CO)sBr]. Se agrega al balén una
cantidad equimolar de 5-amino-1,10-fenantrolina (0,123 mmol/24 mg) y se agregan 6 mL de
tolueno (previamente acondicionado barbotando nitrégeno de baja pureza) bajo atmdsfera

inerte de Ny, protegiendo al balén de la luz. Se calienta con agitacidn a reflujo por 24 horas.
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Se suspende el sélido obtenido, se transfiere a tubos para centrifuga y se centrifuga por 5 min a
3000 rpm. Se separa el sobrenadante y se lava el sélido por duplicado con 2 mL de tolueno,
centrifugando por 5 min descartando los sobrenadantes y luego se contintda con un lavado con 1
mL de MeOH. Posteriormente, se centrifuga por 4 min y luego separa el sobrenadante. El sélido

obtenido en el tubo se deja en desecador a vacio protegido de la luz por 24 horas.

El sélido obtenido se transfiere a un balén de dos bocas, se agrega cantidad equimolar de AgOTf
(0.123 mmol/32 mg) y bajo atmdsfera de N, se agregan aproximadamente 7 mL de THF
(previamente acondicionado barbotando nitrégeno de baja pureza) cubriendo el sistema de la

luz con papel aluminio. Se calienta a reflujo por 24 horas.

Se transfiere la solucion con el precipitado de AgBr a un tubo para centrifuga y se centrifuga a
3000 rpm por 5 min. Se separa el sobrenadante, el sélido se lava por duplicado con 2 mL de THF
y se centrifuga nuevamente. Ambos sobrenadantes se juntan en un balén y se evapora a presién
reducida hasta sequedad para luego retomarse en 5 mL de metanol. Se centrifuga para eliminar
cualquier residuo sélido remanente en suspension. Se agrega una cantidad equimolar asumiendo
100% rendimiento (0,123 mmol/43 mg) de clotrimazol disuelto en 5 mL de metanol al baldn, se

barbota N y se calienta a reflujo por 24 horas, protegido de la luz.

Una vez finalizada la reaccidén, la solucion se transfiere a un vaso de bohemia y se disminuye el
volumen a 5 mL por evaporacion. Se pesa una cantidad equimolar de NaPFs (0,123 mmol/21 mg)
y agrega a la solucidn, la cual se agita con agitador magnético y protegido de la luz hasta la
aparicion de precipitado. El precipitado se separa por centrifugacién, se realiza un lavado con 2

mL de etanol. El sélido se coloca protegido de la luz en desecador a vacio por 24 horas.

2.1.3 Sintesis de [Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs)
En un balén de dos bocas se colocan 50 mg (0,123 mmol) de [Re(CO)sBr]. Se agrega al balén una
cantidad equimolar de 2,2’-bipiridina (0,123 mmol/19 mg) y se agregan 6 mL de tolueno
(previamente acondicionado barbotando nitrégeno de baja pureza) bajo atmdsfera inerte de N,

protegiendo al baldn de la luz. Se calienta con agitacidn a reflujo por 24 horas.
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Se suspende el sélido obtenido, se transfiere a tubos para centrifuga y se centrifuga por 4 min a
3000 rpm. Se separa el sobrenadante y se lava el sélido por duplicado con 2 mL de tolueno,
centrifugando por 5 min descartando los sobrenadantes. El sélido obtenido en el tubo se deja en
desecador a vacio protegido de la luz por 24 horas.

El sélido obtenido se transfiere a un balén de dos bocas, se agrega cantidad equimolar de AgOTf
(0.123 mmol/32 mg) y bajo atmdsfera de N, se agregan aproximadamente 7 mL de THF
(previamente acondicionado barbotando nitrégeno de baja pureza) cubriendo el sistema de la
luz con papel aluminio. Se calienta a reflujo por 24 horas.

Se transfiere la solucion con el precipitado de AgBr a un tubo para centrifuga y se centrifuga a
3000 rpm por 5 min. Se separa el sobrenadante, el sélido se lava por duplicado con 2 mL de THF
y se centrifuga nuevamente. Ambos sobrenadantes se juntan en un baldn y se evapora a presion
reducida hasta sequedad para luego retomarse en 5 mL de metanol. Se centrifuga para eliminar
cualquier residuo sélido remanente en suspension. Posteriormente se agrega una cantidad
equimolar asumiendo 100 % rendimiento (0,123 mmol/43 mg) de clotrimazol disuelto en 5 mL
de metanol al baldn, se barbota N y se calienta a reflujo por 24 horas, protegido de la luz.

Una vez finalizada la reaccidn, la solucidn se transfiere a un vaso de bohemia y se disminuye el
volumen a 5 mL por evaporacion. Se pesa una cantidad equimolar de NaPFs (0,123 mmol/21 mg)
y agrega a la solucidn, la cual se agita con agitador magnético y protegido de la luz hasta la
aparicién de precipitado. El precipitado se separa por centrifugacién, se realiza un lavado con 2
ml de etanol. El sdlido se coloca en desecador a vacio por 24 horas.

El sélido obtenido es purificado mediante columna de silica gel, fase mévil MeOH:CH,Cl; 20:80,
se separan los primeros 20 mL de eluido y se evapora a presidn reducida hasta sequedad para
luego retomarse en 10 mL de metanol. Posteriormente se precipita por agregado gota a gota, a
10 mL de hexano en un vaso de bohemia con agitacién constante. El sélido resultante se separa
por centrifugacion, se lava con 1 mL de hexano, luego con 1 mL de etanol absoluto y se coloca en

desecador a vacio por 24 horas protegido de la luz.
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2.1.4 Sintesis de [Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PF¢)
En un baldn de dos bocas se colocan 50 mg (0,123 mmol) de [Re(CO)sBr]. Se agrega al balén una
cantidad equimolar de 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina (0,123 mmol/29 mg) y se agregan 6
mL de tolueno (previamente acondicionado barbotando nitrogeno de baja pureza) bajo
atmosfera inerte de N, protegiendo al balén de la luz. Se calienta con agitacidn a reflujo por 24
horas.
Se suspende el sélido obtenido, se transfiere a tubos para centrifuga y se centrifuga por 4 min a
3000 rpm. Se separa el sobrenadante y se lava el sélido por duplicado con 2 mL de tolueno,
centrifugando por 5 min descartando los sobrenadantes. El sélido obtenido en el tubo se deja en
desecador a vacio protegido de la luz por 24 horas.
El sélido obtenido se transfiere a un balén de dos bocas, se agrega cantidad equimolar de AgOTf
(0.123 mmol/32 mg) y bajo atmdsfera de N, se agregan aproximadamente 7 mL de THF
(previamente acondicionado barbotando nitréogeno de baja pureza) cubriendo el sistema de la
luz con papel aluminio. Se calienta a reflujo por 24 horas.
Se transfiere la solucidn con el precipitado de AgBr a un tubo para centrifuga y se centrifuga a
3000 rpm por 5 min. Se separa el sobrenadante, el sélido se lava por duplicado con 2 mL de THF
y se centrifuga nuevamente. Ambos sobrenadantes se juntan en un balén y se rotaevapora a
sequedad para luego retomarse en 5 mL de metanol. Se centrifuga para eliminar cualquier
residuo sélido remanente en suspension. Posteriormente se agrega una cantidad equimolar
asumiendo 100 % rendimiento (0,123 mmol/43 mg) de clotrimazol disuelto en 5 mL de metanol
al baldn, se barbota N; y se calienta a reflujo por 24 horas, protegido de la luz.
Una vez finalizada la reaccidn, la solucidn se transfiere a un vaso de bohemia y se disminuye el
volumen a 5 mL por evaporacion. Se pesa una cantidad equimolar de NaPFs (0,123 mmol/21 mg)
y agrega a la solucidn, la cual se agita con agitador magnético y protegido de la luz hasta la
aparicién de precipitado. El precipitado se separa por centrifugacién, se realiza un lavado con 2

mL de etanol. El sélido se coloca protegido de la luz en desecador a vacio por 24 horas.
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2.1.5 Sintesis de [Re(1)(CO)3(dmb)(CTZ)](PF¢)
En un baldn de dos bocas se colocan 50 mg (0,123 mmol) de [Re(CO)sBr]. Se agrega al balén una
cantidad equimolar de 4,4’-dimetil-2,2"-bipiridina (0,123 mmol/23 mg) y se agregan 6 mL de
tolueno (previamente acondicionado barbotando nitrogeno de baja pureza) bajo atmésfera
inerte de Ny, protegiendo al balén de la luz. Se calienta con agitacién a reflujo por 24 horas.
Se suspende el sélido obtenido, se transfiere a tubos para centrifuga y se centrifuga por 4 min a
3000 rpm. Se separa el sobrenadante y se lava el sélido por duplicado con 2 mL de tolueno,
centrifugando por 5 min descartando los sobrenadantes. El sélido obtenido en el tubo se deja en
desecador a vacio protegido de la luz por 24 horas.
El sélido obtenido se transfiere a un balén de dos bocas, se agrega cantidad equimolar de AgOTf
(0.123 mmol/32 mg y bajo atmdsfera de N, se agregan aproximadamente 7 mL de THF
(previamente acondicionado barbotando nitréogeno de baja pureza) cubriendo el sistema de la
luz con papel aluminio. Se calienta a reflujo por 24 horas.
Se transfiere la solucion con el precipitado de AgBr a un tubo para centrifuga y se centrifuga a
3000 rpm por 5 min. Se separa el sobrenadante, el sélido se lava por duplicado con 2 mL de THF
y se centrifuga nuevamente. Ambos sobrenadantes se juntan en un balén y se rotaevapora a
sequedad para luego retomarse en 5 mL de metanol. Se centrifuga para eliminar cualquier
residuo sélido remanente en suspension. Posteriormente se agrega una cantidad equimolar
asumiendo 100 % rendimiento (0,123 mmol/43 mg) de clotrimazol disuelto en 5 mL de metanol
al baldn, se barbota N; y se calienta a reflujo por 24 horas, protegido de la luz.
Una vez finalizada la reaccién, la solucidn se transfiere a un vaso de bohemia y se disminuye el
volumen a 5 mL por evaporacion. Se pesa una cantidad equimolar de NaPFs (0,123 mmol/21 mg)
y agrega a la solucidn, la cual se agita con agitador magnético y protegido de la luz hasta la
aparicion de precipitado. El precipitado se separa por centrifugacién, se realiza un lavado con 2

mL de etanol. El sélido se coloca protegido de la luz en desecador a vacio por 24 horas.

2.1.6 Sintesis de [Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PF¢)
En un baldn de dos bocas se colocan 50 mg (0,123 mmol) de [Re(CO)sBr]. Se agrega al baldén una

cantidad equimolar de 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina (0,123 mmol/29 mg) y se agregan 6
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mL de tolueno (previamente acondicionado barbotando nitrogeno de baja pureza) bajo
atmoésfera inerte de N, protegiendo al balén de la luz. Se calienta con agitacidn a reflujo por 24
horas.

Se suspende el sélido obtenido, se transfiere a tubos para centrifuga y se centrifuga por 4 min a
3000 rpm. Se separa el sobrenadante y se lava el sélido por duplicado con 2 mL de tolueno,
centrifugando por 5 min descartando los sobrenadantes. El sélido obtenido en el tubo se deja en
desecador a vacio protegido de la luz por 24 horas.

El sélido obtenido se transfiere a un balén de dos bocas, se agrega cantidad equimolar de AgOTf
(0.123 mmol/32 mg) y bajo atmdsfera de N, se agregan aproximadamente 7 mL de THF
(previamente acondicionado barbotando nitréogeno de baja pureza) cubriendo el sistema de la
luz con papel aluminio. Se calienta a reflujo por 24 horas.

Se transfiere la solucidn con el precipitado de AgBr a un tubo para centrifuga y se centrifuga a
3000 rpm por 5 min. Se separa el sobrenadante, el sélido se lava por duplicado con 2 mL de THF
y se centrifuga nuevamente. Ambos sobrenadantes se juntan en un baldn y se evapora a presion
reducida hasta sequedad para luego retomarse en 5 mL de metanol. Se centrifuga para eliminar
cualquier residuo sélido remanente en suspension. Posteriormente se agrega una cantidad
equimolar asumiendo 100 % rendimiento (0,123 mmol/65,4 mg) de ketoconazol disuelto en 10
mL de metanol al baldn, se barbota N; y se calienta a reflujo por 24 horas, protegido de la luz.
Una vez finalizada la reaccidn, la solucidn se transfiere a un vaso de bohemia y se disminuye el
volumen a 5 mL por evaporacion. Se pesa una cantidad equimolar de NaPFg (0,123 mmol/21 mg)
y agrega a la solucidn, la cual se agita con agitador magnético y protegido de la luz hasta la
aparicién de precipitado. El precipitado se separa por centrifugacién, se realiza un lavado con 2
mL de etanol y 1 mL de éter. El sélido se coloca protegido de la luz en desecador a vacio por 24

horas.
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2.2 Métodos de caracterizacion

2.2.1 Caracterizacion en estado sélido

2.2.1.1 Analisis elemental

Los compuestos sintetizados se sometieron a ensayos de analisis elemental cuantitativo, para
determinar el contenido porcentual de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre por analisis de
combustién. Se utilizd un analizador Thermo Scientific Flash 2000 (Waltham, MA, EUA),
perteneciente a la Facultad de Quimica, UdelaR. Las condiciones de trabajo se listan a
continuacion: flujo de oxigeno de 300 mL/min, flujo de carrier (He) 120 mL/min, tiempo de
inyeccion de oxigeno 3 segundos, temperatura de combustidn 950 °C, tiempo total de anadlisis 12
minutos.

Los resultados obtenidos se utilizaron para confirmar las féormulas propuestas para cada

compuesto y posteriormente para el chequeo de la pureza de éstos.

2.2.1.2 Espectroscopia infrarroja
Se obtuvieron los espectros de infrarrojo de los compuestos sintetizados en un rango entre 4000
y 400 cm™ en pastillas de KBr, utilizando un equipo Shimadzu IR Prestige-21 (Kioto, Japdn),

perteneciente a la Facultad de Quimica, UdelaR.

2.2.1.3 Difraccion de Rayos X

Se determiné la estructura del complejo fac-[Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) mediante la técnica de
difraccidon de Rayos X. Los datos cristalograficos fueron adquiridos y las estructuras cristalinas
fueron resueltas y refinadas por el Prof. Oscar Piro, Departamento de Fisica, Instituto IFLP
(CONICET, CCT-La Plata), Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata.

Los monocristales adecuados para difraccién de Rayos X fueron obtenidos por evaporacién lenta
de metanol. Los datos fueron adquiridos en un difractdmetro Oxford Xcalibur Gemini, Eos CCD
con radiacién MoKa (A = 0,71073 A). Se colectaron las intensidades de difraccién, se integraron
y escalaron utilizando el programa CrysAlisPro [2].

Los pardmetros de la celda unitaria se obtuvieron mediante el refinamiento de minimos
cuadrados (basado en la configuracion angular para todos los reflejos recopilados con

intensidades superiores a siete veces la desviacién estandar de los errores de medicidn)
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utilizando CrysAlisPro. Los datos se corrigieron empiricamente para la absorcién empleando el
método multi-scan en CrysAlisPro. Las estructuras se resolvieron utilizando métodos directos con
SHELXT [3] y el modelo molecular se refind mediante ciclos de minimos cuadrados de matriz
completa con SHELXL asociados al programa SHELXT [4].

Se resolvieron dos polimorfos, uno cristalizado en un sistema triclinico y otro en un sistema
monoclinico, con dos moléculas independientes por unidad asimétrica. El anién
hexafluorofosfato en el polimorfo del sistema triclinico mostré un desorden severo que no pudo
modelarse satisfactoriamente y, por lo tanto, se procedié con el refinamiento adicional de la
parte ordenada de la estructura, fac-[Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)]*, utilizando un procedimiento de
enmascaramiento del hexafluorofosfato descrito por Van der Sluis & Spek [5] e implementado
en el programa SQUEEZE incluido en la serie de programas PLATON [6].

La mayoria de los atomos de hidrogeno de ambos polimorfos se detectaron en mapas de
diferencia de densidades electrénicas de Fourier en fase con los dtomos mas pesados. Sin
embargo, se modelaron sobre una base estereoquimica y se refinaron con el modelo de

conduccidn.

2.2.2 Caracterizacion en solucion

2.2.2.1 Resonancia magnética nuclear (RMN)
Los espectros de RMN de Hy 3C RMN de los compuestos en DMSO-ds, se midieron en un equipo
Bruker DPX-400 (Billerica, MA, EUA) perteneciente a Facultad de Quimica, UdelaR. Se utilizd un

Bo de 400 MHz para los espectros de *H, y de 100 MHz para los espectros de 3C.

2.2.2.2 Determinacion de renio total mediante espectrometria de emision atomica

Las determinaciones de renio total se realizaron mediante espectrometria de emisién atdmica
por plasma de microondas (MP-AES) utilizando un espectrémetro Agilent 4210 (Santa Clara, CA,
EUA) equipado con un nebulizador inerte One Neb con una cdmara de pulverizacién ciclénica de
vidrio de doble paso y una antorcha estandar. El espectrémetro utilizé nitrégeno generado en
linea por un generador Agilent 4107 (Santa Clara, CA, EUA), que toma aire del medio ambiente a
través de un compresor Dirr Technik KK70 TA-200 K (Bietigheim-Bissingen, Alemania). El flujo de

gas de plasma se fijé en 20 L min~! y el caudal de gas auxiliar en 1,5 L min~1. Se aplicaron los
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siguientes ajustes operativos: tiempo de captacion de 70 s, tiempo de estabilizacion de plasma
con aspiracién de muestra de 15 s, tiempo de lectura de 3 s (por triplicado), tiempo de lavado de
20 s, longitud de onda 346,046 nm, posicién de visualizaciéon -20, nebulizador caudal 0,8 L min™.

Se utilizd la correccion de fondo automatica provista por el equipo.

Se prepararon curvas de calibracion por dilucién en serie de una solucién de renio de 1000 mg
L™ preparada a partir de perrenato de amonio (NHsReOs) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) en
0,01 mol L de cido nitrico (HNOs) preparado a partir de HNO3 concentrado (Merck, Darmstadt,
Alemania). Para la evaluacion de la veracidad y la precision del método analitico se utilizd un
material de referencia estandar (SRM) NIST 1643e (Gaithersburg, MD, EUA) de elementos traza
en agua. Se utilizé agua ultrapura de 18,2 MQcm de resistividad obtenida de un sistema de
purificaciéon de agua Millipore Direct Q3 UV (Bedford, MA, EUA). Todo el material de vidrio se

descontaminé con HNO3 1,4 mol L™ y luego se enjuagd exhaustivamente con agua ultrapura.

Los compuestos de renio fueron previamente digeridos mediante digestién acida asistida por
microondas utilizando un digestor de microondas CEM Mars 6 (Matthews, NC, USA) provisto de
12 vasos Easy Prep Plus®. Para la preparacion de muestras se pesaron exactamente 5,0 mg de
muestra en cada vaso de reaccion y se agregaron 10,0 mL de HNOs 3,5 mol L. El programa
consistié en una rampa de 15 minutos hasta 200 °C y luego se mantuvo la temperatura constante
por 10 min. La potencia se varié entre 400 y 1800 W, con una presion maxima de 3,4 MPa. Las
soluciones obtenidas se utilizaron para las determinaciones analiticas mediante MP-AES luego de
una dilucion apropiada con agua ultrapura. Las muestras se realizaron por triplicado. También se

realizaron blancos de reactivo.

2.2.2.3 Estudios de lipofilia mediante TLC

Se estudio la lipofilia mediante cromatografia en capa fina (TLC) de fase reversa utilizando como
fase estacionaria placas de silica modificada SIL RP-18 W/UV254 y como fase mévil una mezcla
MeOH: DMF: bufer Tris—HCI (10 mM; pH 7,4) (75:20:5; v/v/v). Se prepararon soluciones stock de
los ligandos libres y de los complejos fac-[Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) vy fac-
[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs) en MeOH, de los complejos fac-[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFe) y
fac-[Re(l)(CO)3(dmb)(CTZ)](PFs) en THF y del compuesto fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) en
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DMSO. Se sembraron las placas de TLC con capilares de vidrio y el ensayo se realizé en una
camara cromatografica cerrada. Las placas fueron secadas con aire caliente y reveladas mediante
luz ultravioleta. Los valores de Rf fueron promediados de dos determinaciones y convertidos a

Rm segun la férmula: Ry = logio [(1/Rf) - 1].

2.2.2.4 Estudios de lipofilia mediante HPLC

Se estudié la lipofilia de los compuestos en solucion mediante la técnica de cromatografia liquida
con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD), basados en los trabajos reportados por Du et al.
[8] y Ayouni et al. [9]. Se utilizé un cromatdgrafo de liquidos Shimadzu Prominence LC-20AT
(Kioto, Japdn), con un detector de arreglo de diodos Shimadzu SPD-M20A (Kioto, Japdn). Se
utilizé6 como fase estacionaria una columna Agilent ZORBAX Eclipse Plus C8 de 4,6x250 mmy 5,0
um. Se empled como fase mévil una mezcla MeOH: buffer fosfato 40 mM pH 7,4 (70:30) a un
flujo constante de 0,8 mL mint en modo isocratico. Se establecié un volumen de inyeccidn por
corrida de 50 L. La longitud de onda de medida fue 254 nm.

Para la preparacién de las disoluciones de trabajo se disolvid 1 mg de cada compuesto en 2 mL
de DMSO. Las mismas fueron posteriormente filtradas utilizando filtros de PVDF de 0,45 um de
tamafio de poro. Se utilizé amarillo tartrazina para estimar el tiempo muerto (to). Este compuesto
se utiliza a menudo para estimar el to de la columna cromatografica, ya que debido a sus
propiedades polares presenta escasa afinidad por las fases estacionarias apolares tales como C8
[10].

2.2.2.5 Estudios de lipofilia por coecifiente de reparto octanol — PBS

La lipofilicidad de los complejos se determind experimentalmente en batch, como parte de los
trabajos realizados durante la pasantia en el Instituto de Quimica para las Ciencias de la Vida de
L’Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Paris Chimie Paris Tech, Université PSL, Paris, Francia,
bajo la supervisidon del Prof. Dr. Gilles Gasser. Los complejos se disolvieron en una pequena
cantidad de DMSO vy se incorporaron a una fase octanol — buffer PBS previamente saturados
entre si (2-3 h de agitacion previa), y se agitaron durante la noche. Posteriormente, las muestras
se dejaron asentar por 30 min y se centrifugaron 10 min a 6000 rpm. La capa orgdnica se analizd
por espectrometria UV-Vis en un espectrofotdmetro multicelda Agilent Cary UV-Vis Multicell

Peltier (Santa Clara, CA, EUA) y se determind el coeficiente de particion (logP). Las curvas de

44



calibracion correspondientes se realizaron agregando cantidades incrementales exactamente
conocidas de compuesto en octanol y las mediadas instrumentales se efectuaron en el maximo

de los espectros de absorcién de cada compuesto.

2.3 Estudios de estabilidad en solucion

2.3.1 Estabilidad en disolventes y en medios biolégicos
Se estudid la estabilidad de los compuestos en solucién mediante la técnica HPLC-DAD, basado
en los protocolos y estudios de estabilidad reportados por Keller et al. [11], utilizando como
disolventes: DMSO, DMSO: medio simil biolégico (50:50), DMSQO: Brain Heart Infusion (BHI) Agar
complementado con suero bovino (Sigma-Aldrich) (50:50) y DMSO: suero fetal bovino (Sigma-
Aldrich) (50:50). El medio simil bioldgico estuvo compuesto por: Na;HPO42,5g LY, NaCI5g Lty
glucosa 2 g L [12]. La composicidon fue establecida de manera de simular la composicidn no
proteica del medio de cultivo BHI en el cual se realizé el crecimiento de los parasitos. Se utilizé un
cromatégrafo de liquidos Shimadzu Prominence LC-20AT (Kioto, Japdn), con un detector de
arreglo de diodos Shimadzu SPD-M20A (Kioto, Japdn). Se utilizd como fase estacionaria una
columna Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 de 4,6x100 mm y 3,6 um, la cual fue termostatizada a
25 °C. Se empled como fases méviles una disolucién buffer fosfato 40 mM pH 7,4 (A) y MeOH (B)

segun el gradiente que se muestra en la Tabla 2, a un flujo constante de 1mL min™ [11,13]:

Tabla 2. Gradiente utilizado para estudios de estabilidad en solucién

Tiempo (min) % A %B
0-3 100 0
3-6 100-75 0-25
6-9 75— 66 25-34

9-20 66-0 34-100
20-27 0 100
27-30 0-100 100-0
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Para la preparacion de las disoluciones se disolvié 1 mg de compuesto en 2 mL de disolvente. Las
mismas fueron luego filtradas utilizando filtros de PVDF de 0,45 pm de tamafio de poro. Se
establecié un volumen de inyeccion por corrida de 50 pL. La longitud de onda de medida fue 254
nm, obteniéndose un tiempo de retencién de entre 22 y 24 minutos para los complejos en ambos
disolventes. La estabilidad de los complejos fue estudiada en un periodo de 5 dias, para DMSO y
DMSO: medio simil bioldgico (50: 50) siendo las disoluciones medidas a t=0y t=5 dias, en iguales
condiciones. De igual forma, se estudio la estabilidad en medio BHI suplementado en un periodo
de un dia, siendo las disoluciones medidas a t=0 y t=1 dia. Adicionalmente, se obtuvieron los
tiempos de retencidn de los ligandos libres, para lo cual se disolvié 1 mg de cada ligando en 2 mL

de disolvente.

2.3.2 Estabilidad en plasma humano

Se estudié la estabilidad de los compuestos fac-[Re(l)(CO)s(NN)(CTZ)](PFs) vy fac-
[Re(1)(CO)3(tmp)(KTZ)](PFs) en plasma humano siguiendo un procedimiento previamente
reportado por Keller et al. [7], como parte de los trabajos realizados durante la pasantia en el
Instituto de Quimica para las Ciencias de la Vida de L’Ecole Nationale Supérieure de Chimie de
Paris Chimie Paris Tech, Université PSL, Paris, Francia, bajo la supervision del Prof. Dr. Gilles
Gasser.

Se prepararon soluciones stock 5,0 mM de los compuestos y cafeina (estandar interno) en DMSO
y agua ultrapura, respectivamente. Se realizé una toma de 12,5 uL de solucién conteniendo el
compuesto a estudiar y una toma de 12,5 uL de solucion de cafeina (a partir de las soluciones
stock 5,0 mM), y se mezclaron con 975 plL de plasma humano. La mezcla se incubd durante 0, 1,
3,6y 24 ha37°Ccon agitacion suave y continua (700 rpm) protegida de la luz. Luego del tiempo
de incubacion, la solucién de plasma se inactivé con 1 mL de metanol y 2 mL de diclorometano,
y la mezcla se agitd durante 30 min a temperatura ambiente. La mezcla resultante se centrifugd
a 6000 rpm durante 10 min. La capa organica se separd de la capa acuosa y el diclorometano se
eliminé por medio de un evaporador rotatorio a presiéon reducida. El residuo se volvid a disolver
en acetonitrilo y se filtré utilizando un filtro de membrana de 0,22 um de tamano de poro. La
estabilidad de los compuestos se controlé mediante HPLC-DAD. Se utilizé un cromatdgrafo de

liqguidos Agilent 1260 Infinity (Santa Clara, CA, EUA) con un detector de arreglo de diodos. Se
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empled una columna Agilent Pursuit XRs 5 C18 (4,6 x 250 mm, 5,0 um) (Santa Clara, CA, EUA)
como fase estacionaria. Se utilizé como fase mévil una mezcla de acetonitrilo: agua (90:10), a un
flujo constante de 1,0 mL min* en modo isocratico. El volumen de inyeccién fue de 25 pl. La

longitud de onda de monitoreo fue de 270 nm.

2.4 Actividad bioldgica in vitro contra T. cruzi

2.4.1 Actividad en epimastigotas cepa Dm28c

Se realizaron experimentos con la cepa T. cruzi Dm28c. Los ensayos fueron realizados por Gonzalo
Scalese en la Seccidon Gendmica Funcional, Facultad de Ciencias, UdelaR. Se obtuvo epimastigotas
de cultivos axénicos, mantenidos en medio de infusién cerebro-corazén (BHI, Oxoid)
suplementado con suero bovino fetal al 10 % inactivado por calor (FBS, Capricorn), penicilina (100
unidades mL?) y estreptomicina (100 pg mL?) a 28°C y fueron cosechados durante la fase
exponencial de crecimiento.

Se prepararon soluciones stock de los compuestos ensayados disolviendo los compuestos en
DMSO. Las soluciones frescas se diluyeron en el medio de cultivo para obtener las diferentes
concentraciones ensayadas y se usaron inmediatamente. A lo largo de los procedimientos
experimentales, la concentracién de DMSO nunca superd el 1 %, de forma de no generar

toxicidad para los protozoos.

2.4.1.1 Actividad contra T. cruzi y citotoxicidad inespecifica en células HelLa

Se sembraron 5x10° parésitos por pocillo en placas negras de 96 pocillos en medio RPMI con
concentracion creciente de compuestos durante 24 h. La viabilidad se probd utilizando alamar
Blue™ (Thermo Fisher), donde la resazurina se reduce a resofurina, un compuesto de color rojo
y altamente fluorescente. Se agregaron 10 pL de alamar Blue™ a cada pocillo. Las placas negras
se incubaron durante 3 horas a 28 °C. La fluorescencia (excitacion 530 nm / emisiéon 590 nm) se
midio en un espectrémetro Thermo Scientific Varioskan® Flash Multimode (Waltham, MA, EUA).
Se utilizé Nifurtimox (Nfx) como compuesto anti-T. cruzi de referencia. Se registraron las curvas

dosis-respuesta y se determinaron los valores de ICso (50 % de concentracion inhibitoria del
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crecimiento) utilizando el software GraphPad Prism versién 6.00 para Windows (La Jolla, CA,

EUA). Se realizaron tres réplicas bioldgicas independientes [14].

Se usaron células HeLla como modelo de células de mamiferos para probar la citotoxicidad
inespecifica. Las células se cultivaron en medio RPMI suplementado con FBS al 10 % inactivado
por calor, penicilina (100 unidades mL?) y estreptomicina (100 pg mL?) a 37 °C en un incubador
con CO; al 5 %. Para el mantenimiento, las células confluentes se lavaron con buffer PBS, se
incubaron durante 3 min con tripsina-EDTA, se diluyeron y se volvieron a colocar en placas. Para
el ensayo de citotoxicidad, se sembraron 10000 células por pocillo en una placa de 96 pocillos en
medio RPMI. Una vez adheridos a la placa, se afiadieron los compuestos a la concentracion
indicada y se incubaron durante 24 h a 37 °C en una atmodsfera de CO; al 5%. La viabilidad celular
se evalué mediante el ensayo MTT (bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2, 5-difeniltetrazolio),
donde el MTT se reduce mediante deshidrogenasas de células metabdlicamente activas, para
generar equivalentes reductores como NADH y NADPH, lo que da como resultado la formacion
de un formazan purpura intracelular que puede disolverse mediante la adicion de DMSO.
Brevemente, se agregaron 20 pL.de MTT 5 mg mL™ a cada pocillo. Las placas se incubaron durante
4 horas a 37 °C en una atmdsfera de CO; al 5 %. Después de la incubacion, se retiré el medio y se
agregaron 100 pL de DMSO a cada pocillo. Las placas se mantuvieron en la oscuridad durante 15
min con agitacion y se midid la absorbancia a 570 nm en un espectrofotometro multicelda

Thermo Scientific Varioskan® Flash Multimode. Cada ensayo se realizo por triplicado [14-17].

2.4.2 Actividad en tripomastigotas cepa CL Brener
Se realizaron ensayos con parasitos utilizando la cepa de T. cruzi CL Brener. Los ensayos fueron
realizados por Gonzalo Scalese en la Seccion Gendmica Funcional, Facultad de Ciencias, UdelaR.
Se cultivaron epimastigotas hasta que se observd una alta proporcion de parasitos
tripomastigotas metaciclicos (aproximadamente 21 dias). Los cultivos ricos en tripomastigotas se
incubaron durante la noche con una monocapa de células VERO en una relaciéon parasito: célula
de 10:1 en medio RPMI (Gibco™) a 37 °C en una incubadora humidificada con CO; al 5 %. Los
parasitos extracelulares se eliminaron al dia siguiente aspirando el medio de cultivo celular,

lavando la monocapa de células VERO tres veces con buffer PBS, seguido de la adicién de medio
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RPMI fresco. Los tripomastigotas que surgieron de las células VERO (6-7 dias) se usaron para
establecer nuevas infecciones de células VERO [18].

Los tripomastigotas derivados de células se obtuvieron del sobrenadante de células VERO
infectadas recogidas 72 h después de la infeccidon establecida con tripomastigotas surgidos de
células. Se utilizaron células VERO (ATCC CCL81) como modelo de células de mamifero para
probar la citotoxicidad inespecifica. Este linaje celular ha sido utilizado previamente como
modelo eucaridtico en infecciones por T. cruzi [19].

Las células se cultivaron en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal al 10 % inactivado
por calor, penicilina (100 unidades mL?) y estreptomicina (100 ug mL?) a 37 °C en un incubador
humidificado con CO; al 5 %. Para el mantenimiento, las células confluentes se lavaron con buffer
PBS, se incubaron durante 3 min con tripsina-EDTA (Gibco™), se diluyeron y finalmente se
volvieron a sembrar [15-17].

Los compuestos se disolvieron inicialmente en DMSO (solucién stock). Las soluciones frescas se
diluyeron en el medio de cultivo para obtener las diferentes concentraciones ensayadas. A lo
largo de los procedimientos experimentales, la concentracidn de DMSO nunca superdé el 1 %, de

forma de no generar toxicidad para los parasitos [15-17].

2.4.2.1 Actividad contra T. cruzi y citotoxicidad inespecifica en células VERO

Para los ensayos de actividad se utilizé un procedimiento andlogo al descrito en 2.4.1.1.

Para el ensayo de citotoxicidad inespecifica se utilizaron células VERO. Se sembraron 10000
células por pozo en una placa de 96 pozos en medio RPMI y se incubaron a 37°C en una atmésfera
de CO; al 5 %. Una vez adheridas a la placa, las células se incubaron con las concentraciones de
compuesto indicadas durante 24 h. La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo MTT (3-(4,
5-dimetiltiazolil-2)-2, 5-difeniltetrazolio bromuro), donde las células metabdlicamente activas
reducen el MTT para generar equivalentes reductores como NADH y NADPH, lo que da como
resultado la formacién de un formazan purpura intracelular que puede solubilizarse mediante la
adicién de DMSO. Brevemente, se agregaron 20 uL de MTT 5 mg mL? a cada pocillo. Las placas
se incubaron durante 4 horas a 37 °C en una atmdsfera de CO; al 5 %. Después de la incubacion,
se elimind el medio y las células se rompieron con 100 pL de DMSO. Las placas se mantuvieron

durante 15 min con agitacién y se midié la absorbancia a 570 nm en un espectrofotémetro
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multicelda Thermo Scientific Varioskan® Flash Multimode (Waltham, MA, EUA). Cada ensayo se

realizé por triplicado [14-17].

2.5 Estudio del mecanismo de accion

2.5.1 Inhibicidn de la biosintesis de ergosterol
Para su evaluacion se realizd un experimento sobre epimastigotas de T. cruzi, a una
concentracion de 90 millones de parasitos mL™. El compuesto fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFe) se
disolvio en DMSO y se agregd a concentraciones equivalentes a 1x y 10x el valor de ICsp obtenido
en los estudios de actividad in vitro contra T. cruzi (3,43 uM vy 34,3 uM, respectivamente), y se
incubd durante 4 horas a 28°C. La concentraciéon de DMSO no superé el 0,4 % v/v en el medio de
cultivo. De forma simultdnea, se incubd un control de pardsitos y un control positivo
correspondiente a terbinafina, compuesto que actua por inhibicién enzimatica en la biosintesis
de esteroles de membrana. La terbinafina se incubé a una concentracion equivalente a su ICsp en
T. cruzi (44,7 uM). Concluido el tiempo de incubacién, se efectud la extraccion de los esteroles
de la membrana de los pardsitos, entre ellos los esteroles de interés: ergosterol, lanosterol y el
intermediario escualeno. Para ello, las muestras control, control positivo y parasitos tratados con
el compuesto fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) se centrifugaron a 3000 rpm por 10 minutos. Se
suspendio el pellet en 1 mL de buffer fosfato (0,05 M, pH = 7,4) y se centrifugd a 3000 rpm por
10 minutos. El pellet resultante fue resuspendido en 1 mL de una mezcla cloroformo: metanol
(2:1), y la suspensiéon resultante se mantuvo a 4 °C durante 12 horas. Luego se realizd la
separacion de fases del medio afladiendo 2 mL de una solucidon saturada de NaCl. Se extrajo la
fase orgénica y se anadié 1 mL de cloroformo para extraer nuevamente esta fase, paso que se
repitié dos veces para lograr una extraccion cuantitativa [20-21]. La fase orgdnica resultante se
evapord con corriente de Ny y los residuos se retomaron en acetonitrilo para la posterior
determinacion mediante HPLC-DAD. El sistema cromatografico utilizado consistié en una fase
estacionaria C8 (250 x 4,6 mm, 5 um) y fase movil acetonitrilo 100 % a un flujo de 0,9 mL min?,

con deteccion a 210 nm [20,22].
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2.5.2 Acoplamiento molecular e interaccidon con enzima lanosterol 14-a-desmetilasa

Se realizd un estudio de acoplamiento molecular e interaccion con la enzima lanosterol 14-a-
desmetilasa, el cual fue llevado a cabo por el Dr. Nicolds Veiga del Area Quimica Inorganica,
Facultad de Quimica, UdelaR. La geometria de entrada para el complejo fac-
[Re(CO)s(phen)(CTZ)]* se extrajo de la estructura cristalina de rayos X previamente resuelta. A
partir de esta informacion, se construyé la geometria inicial para los otros compuestos que
contienen CTZ modificando el ligando NN.

Se llevaron a cabo calculos de acoplamiento molecular para obtener informacién sobre el
mecanismo de accion de los complejos. Como hospedadores se emplearon ADN de timo de
ternera (CT-DNA; PDB: 453D) y la lanosterol 14-a-desmetilasa de T. cruzi (CYP51; PDB: 2wuz). Los

detalles del experimento se pueden encontrar en el Anexo — Publicaciones.

2.5.3 Interaccion con el ADN

Se emplearon experimentos de espectrometria de absorcidn electréonica para analizar la
interaccidon directa de los complejos con el ADN [23]. Se evalud la unién directa de los
compuestos con CT-DNA monitoreando los cambios en los espectros electréonicos de los mismos
mientras aumentaba la concentracién de CT-DNA.

Las soluciones stock de CT-DNA se prepararon hidratando el ADN en buffer Tris-HCl (1 mg mL?,
~ 2 mM nuc?). La concentracion de la solucidn stock se determind por espectrofotometria UV
usando el coeficiente de absorcién molar € (260 nm) = 6600 Mcm™ nuc™ [24]. Las soluciones
stock de los compuestos se prepararon en DMSO a una concentracion 5,0 mM y posteriormente
se diluyeron en buffer Tris-HCI. Los experimentos se registraron en el rango de 240 a 340 nm en
un espectrometro Shimadzu UV-1603 usando una concentracion fija de compuesto (10 uM),
mientras aumentaba la concentraciéon de ADN (0 a 20 uM) a temperatura ambiente. Después de
cada adicion, las soluciones se dejaron en equilibrio durante 5 minutos antes de registrar los

espectros. [25]
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2.6 Metalomica

2.6.1 Estudios de captacidn celular y distribucion subcelular en T. cruzi

Se desarrollé y validé un método basado en espectrometria de emisidon atémica asistido por
plasma generado por microondas (MP-AES) para determinar la cantidad de compuesto de renio
captado por el parasito (uptake).

Se determind el porcentaje de captacion del compuesto mas promisorio, fac-
[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs), tomando como punto de partida los trabajos previos del grupo de
investigacidn [14]. Se cultivaron epimastigotas de la cepa CL Brener en una densidad de 3 x 10°
parasitos mL™! en medio de infusién BHI a 28°C y se incubaron con concentraciones del
compuesto de renio correspondientes a 1x y 10x el valor de ICso determinado previamente en
epimastigotas de T. cruzi (3,43 umol L y 34,3 umol L%, respectivamente). Los parasitos fueron
recogidos a las 4 h y 24 h luego de la incubacién con el compuesto. Cada muestra (3 x 108
pardsitos) se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min. El sobrenadante que contenia el compuesto
no captado se separd del pellet de parasitos. Los parasitos en el pellet fueron lavados con buffer
PBS 1x y resuspendidos en 500 pL de HNO3; 0.1 mol L™! y sometidos a ultrasonido por 5 min en
un bafo ultrasénico Cole Parmer 8893 (Vernon Hills, IL, EUA) a 47 kHz para una solubilizacién
optima. Se diluyd el sobrenadante adecuadamente con HNOs 0,1 mol L. Ambas fracciones
(pellet y sobrenadante) fueron analizado por MP-AES. El porcentaje de captacion de renio en los
parasitos se determind de acuerdo con la siguiente ecuacién: % entrada = P/(P +S), donde “P”
corresponde a los pg totales de renio en los parasitos (pellet), “S” corresponde a los pg de renio
en el sobrenadante y “P + S” a los pg totales del metal incorporado en el experimento
(sobrenadante + pellet). Se realizaron tres experimentos independientes para cada

concentracion en cada punto de tiempo analizado.

2.6.2 Microscopia RAMAN confocal
El estudio por microscopia Raman confocal fue realizado por el Dr. Ricardo Faccio en el Centro
NanoMat, Instituto Polo Tecnoldgico de Pando de la Facultad de Quimica, UdelaR. Para obtener
los espectros Raman en distintos puntos del pardsito se utilizd un Microscopio Raman Confocal

con AFM WITec modelo Alpha300RA (Dusseldorf, Alemania), a una longitud de onda de
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excitacion de 532 nm. La preparacion de la muestra consistio en el depdsito de una gota de una
solucidn a diferentes concentraciones y tiempos de incubacion, en un sustrato de silicio. La gota
se secd bajo flujo de nitrégeno. Las imagenes Raman confocales se obtuvieron a partir de un
ancho y altura de escaneo de 6 um x 6 um con cuadriculas de 35 puntos por lineay 35 lineas por
imagen, con un tiempo de adquisicion de 0,5 segundos para cada espectro. Se analizé una
muestra control, luego cuatro situaciones diferentes con: dos concentraciones diferentes (1x ICso

y 10x ICs0) y dos tiempos de incubacion (4 h y 24 h).

Se obtuvo un espectro del complejo mas promisorio fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs), en la region
de 1000 a 3100 cm™, y se trabajd integrando 4 regiones de interés con sefiales Raman en: 1580,
2100, 1437 y 2800/3000 cm™ que se atribuyen a ADN (estiramiento C=C de bases purinas),
compuesto en estudio (estiramiento CO), deformaciones de metilos y metilenos (lipidos)

y estiramiento C-H (lipidos), respectivamente [26-28].
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Sintesis

Por medio de un procedimiento en etapas se sintetizaron seis compuestos con buena pureza
(ausencia de sefiales no esperadas o pertenecientes a los ligandos libres en espectros de
resonancia magnética nuclear y espectroscopia infrarroja) y rendimientos aceptables (en general
cercanos o mayores al 40%). En un primer paso de sintesis, dos carbonilos del compuesto
precursor [ReBr(CO)s] fueron sustituidos por el ligando NN bidentado bajo reflujo en tolueno,
dando lugar a los precursores fac-[ReBr(CO)3(NN)]. En un segundo paso, se sustituyd el bromuro
por triflato utilizando triflato de plata (AgOTf) a reflujo en THF. El ligando triflato de los
precursores fac-[Re(OTf)(CO)3(NN)] se sustituyo luego por el azol en medio MeOH y se precipitd
con hexafluorofosfato para dar el complejo esperado. A partir de los ligandos utilizados fueron

sintetizados 6 complejos, listados a continuacién en la Tabla 3:

Tabla 3. Compuestos sintetizados durante el trabajo de tesis.

Compuesto Férmula Solido obtenido (masa

(mg)/rendimiento (%))
fac-[Re(I)(CO)3(CTZ)(phen)](PFe) C37H25CIFeN4OsPRe Sélido amarillo (46,0/40)

fac-[Re(1)(CO)s3(CTZ)(aminophen)](PFs) | C37H29CIFsNsO3PRe Sélido naranja (28,2/24)

fac-[Re(1)(CO)3(CTZ)(bipy)](PFs) Ca1H33CIF6N4O3PRe Sélido amarillo (47,0/42)
fac-[Re(1)(CO)s(CTZ)(dmb)](PFs) C3sH25CIF6N4O3PRe Sélido amarillo (40,9/35)
fac-[Re(l)(CO)3(CTZ)(tmp)](PFe) C37H29CIFeN4O3PRe Sélido amarillo (43,0/53)

fac-[Re(1)(CO)3(KTZ)(tmp)](PFe) CasHa4Cl2FeNsO7PRe Sélido amarillo (85,0/69)

Dichos compuestos fueron caracterizados completamente mediante diversas técnicas de
caracterizacion y sometidos a ensayos para la determinacién de propiedades fisicoquimicas de
interés bioldgico, asi como a ensayos de actividad en T. cruziy citotoxicidad en células mamiferas.
También los precursores fac-[ReBr(CO)3(NN)] fueron caracterizados por las mismas técnicas.
Complementariamente se realizaron estudios metalémicos, donde se evalud la captacién y
distribucién del compuesto mas promisorio dentro del parasito. Finalmente, se estudiaron en
forma experimental y tedrica, probables mecanismos de accién y posibles blancos de accién de

los compuestos obtenidos.
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3.2 Caracterizacion en estado sdlido

3.2.1 Analisis elemental

Las férmulas propuestas para cada uno de los complejos sintetizados fueron confirmadas
mediante analisis elemental de carbono, nitrogeno e hidrégeno.

Inicialmente, los analisis de C, N y H no mostraron una concordancia adecuada con las féormulas
propuestas. Al tratar de explicar este fendmeno, se presumid que esto podia deberse a que los
complejos no se guemaban completamente en las condiciones comunes del analizador
elemental, ya que los compuestos orgdnicos y organometalicos dificilmente degradables han sido
tradicionalmente problematicos a la hora de realizar determinaciones mediante analisis
elemental. Por este motivo, el método tuvo que modificarse agregando pentdxido de vanadio
(V20s) como catalizador a la muestra para permitir una descomposicién completa y un adecuado
analisis cuantitativo [1]. El mismo se afiadd directamente al pocillo de estafio que contenia el
compuesto a ensayar en una relacién 1:3.

Los resultados del analisis elemental se ajustaron a las formulas propuestas para los nuevos
complejos fac-[Re(1)(CO)s;(NN)(CTZ)](PFs) y para fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs), tal como se

muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Composiciones porcentuales tedricas y valores experimentales obtenidos a partir del analisis
elemental.

Compuesto Composicidn porcentual tedrica Valor experimental

C37H25C|F5N4O3PR€Z
[Re(1)(CO)s3(CTZ)(phen)](PFe) C, 46,95, H, 2,54; N, 6,04 %
C,47,26; H, 2,68; N, 5,96 %

. C37H29C|F5N503PREZ
[Re(1)(CO)s(CTZ)(aminophen)](PFs) C, 46,71: H, 2,47; N, 7,08 %
C,46,52; H,2,74; N, 7,33 %

[Re(1)(CO)3(CTZ)(bipy)](PFe) CasHasCIFeNsOsPRe: C. 46.22: H. 2.80; N, 6.13 %
e I i Vi '. 7 7 ; Vi Vi
PYJ{FFe C,4588: H,2,75: N, 6,11 % °

C37H29C|F6N403PREI
[Re(1)(CO)s(CTZ)(dmb)](PFe) C, 46,79; H, 3,68; N, 5,87 %
C, 47,06; H, 3,10; N, 5,93 %

C41H33C|F5N403PREI
[Re(1)(CO)s(CTZ)(tmp)](PFs) C, 49,33; H, 3,70; N, 5,59 %
C,49,92; H,3,34; N, 5,62 %

C45H44C|2F5N607PREZ
[Re(1)(CO)s(KTZ)(tmp)](PFs) C,45,12; H, 3,71; N, 6,97 %
C, 45,69; H, 3,75; N, 7,10 %
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3.2.2 Analisis mediante espectroscopia infrarroja
Mediante espectroscopia FTIR, se pudieron identificar en los complejos las bandas de vibracién
intensas caracteristicas de los grupos funcionales CO unidos al centro metalico, presentes entre
1900 y 2030 cm'®. Estas son caracteristicas de los complejos monomeéricos pseudo-octaédricos
conteniendo el centro fac-{Re(CO)s}*, tal como se pueden observar en reportes previos de la
literatura [2-3]. El centro fac-{Re(CO)s}* presenta tres bandas o dos bandas con un hombro, tal
como se puede observar en la Figura 12. Estas permitieron identificar facilmente la presencia del
centro metalico y, como se puede observar en el ejemplo representado en la Figura 13 (los
restantes se encuentran en las Figuras Al a A5 del Anexo), dichas bandas solo aparecieron en los
complejos y no en los ligandos libres. Adicionalmente, los complejos presentaron bandas de
estiramiento en la regién comprendida entre 1400 y 1650 cm™, correspondientes a los enlaces
C=N y C=C [4-8], que sufrieron leves desplazamientos con respecto a los observados en los
ligandos libres, debido a la influencia de la formacién del enlace de coordinacion con el centro
metalico. También se identificaron las fuertes bandas de estiramiento v(P—F) y flexién &(F-P-F)

del contraién PFe alrededor de 840 y 560 cm™, respectivamente [9].

" Re-phen-CTZ

Re-aminophen-CTZ |
| / |

1 _!I I‘ f‘i

| \

e

» £ E D 7 ) ED

- Re-bipy-clz /[ “ Re-tmp-CTZ Vo

% I TR

« Re-dmb-CTZ

PN —

7" | Re-tmp-KTZ

J |

 uw 7 )

Figura 12. Espectros IR en el rango 1800 - 2200 cm™ incluyendo las bandas correspondientes a los
estiramientos C-O de los carbonilos del centro metalico.
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Figura 13. Comparacion del espectro IR del complejo fac-[Re(1)(CO)s(CTZ)(tmp)](PFs) y sus ligandos
libres tmp y CTZ, a modo de ejemplo.

La asignacion de las bandas IR para cada uno de los complejos se resume a continuacion en

laTabla 5.
Tabla 5. Asignacion tentativa de bandas del espectro IR de los compuestos.
Compuesto Bandas (cm™)
fac-[Re(1)(CO)s(CTZ)(phen)](PFe) 2030, 1943, 1915 v(C=0), 1586, 1561, 1495, 1444,

1429 v(C=N), v(C=C), 838 v(P-F), 557 &(F-P-F)
fac-[Re(1)(CO)s(CTZ)(aminophen)](PFs) | 2030, 1915 v(C=0)*, 1597, 1560, 1493, 1448, 1432
v(C=N), v(C=C), 843 v(P-F), 558 &(F-P-F)
2030, 1941, 1917 v(C=0), 1604, 1560, 1491, 1444,
1433 v(C=N), v(C=C), 840 v(P-F), 557 &(F-P-F)

fac-[Re(1)(CO)s(CTZ)(bipy)](PFs)

fac-[Re(1)(CO)s(CTZ)(dmb)](PFs) 2035, 1919 v(C=0)*, 1598, 1560, 1487, 1448, 1433
v(C=N), v(C=C), 840 v(P—F), 557 &(F-P-F)
fac-[Re(1)(CO)s(CTZ)(tmp)](PFe) 2030, 1930, 1902 v(C=0), 1599, 1560, 1491, 1447,
1431 v(C=N), v(C=C), 842 v(P-F), 558 &(F-P-F)
fac-[Re(1)(CO)s(KTZ)(tmp)](PFe) 2031, 1914 v(C=0)*, 1585, 1561, 1491, 1449, 1432

v(C=N), v(C=C), 844 v(P-F), 557 &(F-P-F)
*bandas solapadas.
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3.2.3 Difraccion de Rayos X
Se determind la estructura cristalina del complejo fac-[Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) en el
Departamento de Fisica, Instituto IFLP (CONICET, CCT - La Plata), Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata, por parte del Prof. Oscar Piro.
Se realizaron ensayos para determinar la estructura cristalina a partir de dos cristalizaciones del
complejo fac-[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) mediante métodos de difraccion de rayos X. Uno de
ellos, cristaliza en el grupo espacial triclinico P-1 con a=11,3683(3), b =12.1500(3), c = 14,2904(4)
A, a=110,797(2), B = 99,919(2), y = 103,574(2)° y Z = 2 moléculas por celda unitaria y la otra en
el grupo espacial monoclinico P2(1)/n con a = 19,2076(6), b = 11,9631(3), ¢ = 32,482(1) A, B =
104,958(4) ° y dos moléculas (conférmeros) independientes por unidad asimétrica (Z = 8). La
informacién detallada se puede observar en la Tabla 6.
El ion Re(l) esta en un entorno octaédrico, con tres grupos carbonilo (CO) en forma facial, una
molécula de 1,10-fenantrolina que actia como ligando bidentado y una molécula de clotrimazol
gue actua como ligando monodentado a través de un atomo de N del imidazol. Los complejos en
estado sdlido son conférmeros entre si y pueden coincidir casi por completo a través de la
rotacion del ligando CTZ alrededor del enlace Re-N.
En la Figura 14 se puede observar la representacion del complejo fac-[Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs)
en su forma polimérfica triclinica de su sal de hexafluorofosfato que muestra los elipsoides de
desplazamiento de los atomos con un nivel de probabilidad del 30%. No se incluyen los atomos
de hidrégeno y el contraion hexafluorofosfato. Las interacciones ligando-metal se indican
mediante enlaces representados sin relleno. La figura muestra la rotacion del ligando organico
alrededor del enlace Re-N que hace que el complejo triclinico coincida casi a la perfeccidén con

los conférmeros del complejo observado en el polimorfo monoclinico.
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Tabla 6. Datos cristalograficos y refinamiento de la estructura para los polimorfos triclinico y
monoclinico del compuesto fac-[Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs).

Polimorfo

Triclinico

Monoclinico

Férmula empirica

C37H25C|F5N4O3PRG

C37H25C|F5N4O3PRG

Peso formula 940,23 940,23
Temperatura (K) 297(2) 297(2)
Longitud de onda (A) 0,71073 0,71073
Sistema cristalino Triclinico Monoclinico
Grupo espacial P-1 P21/n
Dimensiones de celda unidad
a (A) 11,3683(3) 19,2076(6)
b (A) 12,1500(3) 11,9631(3)
c(A) 14,2904(4) 32,482(1)
a (%) 110,797(2) 90,000
B(°) 99,919(2) 104,958(4)
v (°) 103,574(2) 90,000
Volumen (A3) 1721,30(8) 7211,0(4)
Z, densidad calc. (Mg/m?3) 2,1,814 8,1,732
Coef. de absorcién (mm™) 3,731 3,563
F(000) 920 3680
Tamafio de cristal (mm?3) 0,440 x 0,407 x 0,200 0,472 x 0,252 x 0,143

Rango de coleccion de datos en
U- (9

3,363 a 29,023

2,979 a 26,000

indices de Miller

-15<h<15, -16<k<15, -17<1<17

-23<h<13, -14<k<14, -33<1<39

Reflexiones colectadas 16130 36391
Reflexiones independientes 7486 [R(int) = 0,0316] 14104 [R(int) = 0,0343]
Reflexiones observadas 6540 10770

[1>20(1)]

Completitud (%)

99,7 (to © = 25,242°)

99,8 (to § = 25,242°)

Método de refinamiento

Full-matrix minimos cuadrados

Full-matrix minimos cuadrados

F2 F2
Datos / restricciones / 7486 /0 / 415 14104 / 0/ 955
parametros
Bondad de ajuste en F? 1,031 1,138
(GooF)

indices R finales® [I1>20(1)]

R1=0,0328, wR2 =0,0773

R1=0,0403, wR2 =0,0728

indices R (total de datos)

R1=0,0411, wR2 = 0,0815

R1=0,0631, wR2 = 0,0855

Mayor diferencia entre picoy
hueco (peak & hole) (e,A3)

2,263y -0,877

0,996 y -1,924

aR1=z||F0|'|F6||/Z|Fo|, WR2=[ZW(|Fo|2'|Fc|2)2/ZW(|Fo| 2)2]1/2
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Figura 14. Representacion del complejo [Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) en su forma polimérfica triclinica
de su sal de hexafluorofosfato.

Las distancias y los angulos de enlace dentro del complejo triclinico y los dos complejos
independientes en la fase cristalina monoclinica se enumeran en las Tablas 7 y 8,
respectivamente. Los tres complejos son confémeros entre si, y solo difieren principalmente en

la disposicion angular del ligando CTZ alrededor del enlace Re-N.
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Tabla 7. Distancias de enlace [A] y angulos [°] alrededor del metal en el polimorfo triclinico del
complejo [Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs).

Enlace Longitud de enlace [A] Enlaces Angulo [°]
C(1)-Re 1,927(5) C(2)-Re-C(3) 89,4(2)
C(2)-Re 1,904(5) C(2)-Re-C(1) 88,6(2)
C(3)-Re 1,926(5) C(3)-Re-C(1) 88,5(2)
N(1A)-Re 2,191(3) C(2)-Re-N(2A) 98,9(2)
N(2A)-Re 2,170(3) C(3)-Re-N(2A) 171,7(2)
N(2B)-Re 2,179(3) C(1)-Re-N(2A) 92,7(2)
--- - C(2)-Re-N(2B) 171,3(1)
- - C(3)-Re-N(2B) 96,3(2)
C(1)-Re-N(2B) 98,2(2)
--- - N(2A)-Re-N(2B) 75,4(1)
C(2)-Re-N(1A) 90,7(2)
C(3)-Re-N(1A) 95,0(2)
C(1)-Re-N(1A) 176,4(2)
N(2A)-Re-N(1A) 83,9(1)
N(2B)-Re-N(1A) 82,3(1)

Tabla 8. Distancias de enlace [A] y dngulos [°] alrededor del metal en los dos conférmeros del
polimorfo monoclinico del complejo [Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs).

Conférmero 1 Conférmero 2
C(11)-Re(1) 1,907(6) C(21)-Re(2) 1,900(6)
C(12)-Re(1) 1,908(6) C(22)-Re(2) 1,923(6)
C(13)-Re(1) 1,924(6) C(23)-Re(2) 1,919(6)
N(11A)-Re(1) 2,183(4) N(21A)-Re(2) 2,177(4)
N(12A)-Re(1) 2,175(4) N(22A)-Re(2) 2,178(4)
N(12B)-Re(1) 2,177(4) N(22B)-Re(2) 2,179(4)

C(11)-Re(1)-C(12) 86,6(2) C(21)-Re(2)-C(22) 86,9(2)

C(11)-Re(1)-C(13) 89,4(2) C(21)-Re(2)-C(23) 87,4(2)

C(12)-Re(1)-C(13) 87,1(2) C(22)-Re(2)-C(23) 88,1(2)
C(11)-Re(1)-N(12A) 92,1(2) C(21)-Re(2)-N(22A) 95,8(2)
C(12)-Re(1)-N(12A) 99,9(2) C(22)-Re(2)-N(22A) 97,8(2)
C(13)-Re(1)-N(12A) 172,9(2) C(23)-Re(2)-N(22A) 173,3(2)
C(11)-Re(1)-N(12B) 98,7(2) C(21)-Re(2)-N(22B) 93,6(2)
C(12)-Re(1)-N(12B) 173,1(2) C(22)-Re(2)-N(22B) 173,3(2)
C(13)-Re(1)-N(12B) 97,3(2) C(23)-Re(2)-N(22B) 98,5(2)
N(12A)-Re(1)-N(12B) 75,6(2) N(22A)-Re(2)-N(22B) 75,5(2)
C(11)-Re(1)-N(11A) 175,5(2) C(21)-Re(2)-N(21A) 178,2(2)
C(12)-Re(1)-N(11A) 92,2(2) C(22)-Re(2)-N(21A) 93,8(2)
C(13)-Re(1)-N(11A) 94,9(2) C(23)-Re(2)-N(21A) 94,2(2)
N(12A)-Re(1)-N(11A) 83,8(2) N(22A)-Re(2)-N(21A) 82,5(2)
N(12B)-Re(1)-N(11A) 82,2(2) N(22B)-Re(2)-N(21A) 85,5(2)




3.3 Caracterizacion de los compuestos en solucién

3.3.1 Resonancia magnética nuclear
Se caracterizaron los complejos mediante resonancia magnética nuclear unidimensional
(*H) y bidimensional (COSY, HSQC). Todos los ensayos se realizaron en DMSO-de. En la Figura

15 se muestra la numeracion utilizada para las asignaciones.

15
14 0 11

18 19

Figura 15. Numeracion de los hidrégenos utilizada para los estudios mediante RMN.

Se realizaron espectros unidimensionales 'H-RMN tal como se muestra en el ejemplo de la
Figura 16, tanto de los complejos sintetizados como de los ligandos NN y AZOL en su forma
libre. La totalidad de los espectros se muestran en las Figuras A6 a A16 del Anexo. Las
sefales correspondientes al CTZ fueron de gran complejidad, tanto en su forma libre como
en los complejos, debido al alto nimero de protones presentes en la molécula, presentando
sefales a desplazamientos esperados para los protones de anillos aromaticos, a excepcién
de los protones en el imidazol y en posicién orto de los anillos aromaticos, donde el

desplazamiento se aparté hacia ppm menores.
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Figura 16. Arriba: Espectro del complejo fac-[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)](PF¢). Centro: Espectro de
CTZ. Abajo: Espectro de 1,10-fenantrolina.

Los protones del imidazol presentaron un corrimiento de sus desplazamientos quimicos
hacia ppm menores al formarse los complejos, lo cual era de esperar, dado que son los
protones mas cercanos al nitrogeno que coordina de manera monodentada al centro
metadlico de Re(l). Este mismo comportamiento puede observarse en los estudios realizados
sobre complejos de rutenio con CTZ reportados por Rodriguez-Arce et al. [10], asi como en
los estudios realizados por Sanchez-Delgado et al. [11]. Los protones en posicidn orto de los
anillos aromaticos sufren un apartamiento notorio en cada uno de los complejos con
respecto a su desplazamiento quimico para el ligando CTZ libre.

Las sefiales de los protones restantes se afectan siempre hacia ppm menores, pero en una
magnitud mucho menor respecto a los casos sefialados anteriormente.

En el caso de los derivados de NN, se asignaron 4 sefiales para bipy, tmp, dmb y phen,

mientras que para aminophen se asignaron 8 sefiales. Para los complejos con tmp, dmb y
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KTZ, se observaron sefiales alrededor de 2,5 — 3,0 ppm correspondientes a los sustituyentes
metilo, como era de esperarse.

Por su parte, las sefales de los NN sufrieron desplazamientos hacia ppm mayores en todos
los casos (desplazamiento hacia campo bajo). Asimismo, se verificé que no habia presencia
de ligando libre al no observarse en el espectro sefiales sin desplazamiento. Todas las
sefales correspondientes a los ligandos se presentaron en sus respectivos complejos

manteniendo inalterada su multiplicidad, siendo posible confirmar su identidad.

A continuacién, se resumen los resultados de H-RMN obtenidos para cada complejo

sintetizado:

> [Re(1)(CO)3(CTZ)(phen)](PFe): "H-RMN (400 MHz, DMSO-de): 6 9.55 (dd, J = 5.1, 1.4 Hz,
2H, Hig), 8.98 (dd, J = 8.3, 1.4 Hz, 2H, H20), 8.32 (s, 2H, H21), 8.06 (dd, J = 8.3, 5.1 Hz, 2H,
His), 7.41 (td, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H, Hi7), 7.37 — 7.30 (m, 2H, Hi4, H1g), 7.29 — 7.16 (m, 6H,
Ha, He, Hs, Ho, H11, Hi3), 7.10 (m, 1H, H1), 6.88 (m, 1H, Ha), 6.57 — 6.53 (m, 6H, Hs, Hs, H,
Hio, H12, H1s).

> [Re(1)(CO)3(CTZ)(aminophen)](PF¢): *H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): 6 9.48 (dd, J = 5.1,
1.2 Hz, 1H, Has), 9.10 (dd, J = 8.6, 1.3 Hz, 1H, H1s), 9.02 (dd, J = 5.0, 1.2 Hz, 1H, Hy,), 8.48
(dd, J = 8.5, 1.2 Hz, 1H, Ha3), 8.00 (dd, J = 8.5, 5.1 Hz, 1H, Hao), 7.73 (dd, J = 8.4, 5.0 Hz,
2H, Hx1), 7.43 (td, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H, H17), 7.37 — 7.21 (m, 9H, Ha, He, Hs, Ho, H11, H13, H1a,
Hie, H24), 7.10 (t, J = 1.6 Hz, 1H, H1), 7.00 (m, 2H, Has, Has), 6.89 (m, 1H, H>), 6.60 — 6.54
(m, 5H, Hs, H7, Hio, H12, His), 6.47 (m, 1H, Hs).

> [Re(1)(CO)3(CTZ)(bipy)](PFe): *H-RMN (400 MHz, DMSO-de): § 9.13 (dd, J = 5.5, 1.4 Hz,
2H, Hisg), 8.69 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ha1), 8.34 (td, J = 7.9, 1.5 Hz, 2H, Ha), 7.78 — 7.69 (m,
2H, H1o), 7.47 (td, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H, Hi7), 7.40 — 7.32 (m, 8H, Ha, He, Hs, Ho, H11, H13, Hia,
Hie), 7.06 (m, 1H, H1), 7.01 (m, 1H, H,), 6.83 (m, 1H, Hs), 6.76 —6.71 (m, 5H, Hs, H, Hio,
H12, His).

> [Re(1)(CO)3(CTZ)(dmb)](PFe): *H-RMN (400 MHz, DMSO-de): & 8.93 (d, J = 5.7 Hz, 2H,
His), 8.55 (d, J = 1.8 Hz, 2H, H21), 7.58-7.53 (m, 2H, His), 7.48 (td, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H, H17),
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7.42 —7.31 (m, 8H, Ha, He, Hs, Ho, H11, H13, H1a, Hi6), 7.09 (m, 1H, H1), 7.02 (m, 1H, H,),
6.80 — 6.69 (m, 6H, Hs, Hs, Hy, Hio, H12, His), 2.53 (s, 6H, Hao).

> [Re(1)(CO)s(CTZ)(tmp)](PFs): 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 8.28 (s, 2H, Hus), 8.39 (s,
2H, H4), 7.43 (td, J=7.7, 1.6 Hz, 1H, H17), 7.31 - 6.19 (M, 8H, Ha, He, Hs, Ho, H11, Hi3, Haa,
Hig), 7.10 (m, 1H, H1), 6.90 (m, 1H, H»), 6.75 (m, 1H, H3), 6.66 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H,
His), 6.60 — 6.55 (m, 4H, Hs, Hz, Hio, H12), 2.82 (s, 6H, H2z, Ha3), 2.55 (s, 6H, Hao, H21).

> [Re(1)(CO)s(KTZ)(tmp)](PFs): *H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): 6 9.40 (d, J = 3.6Hz, 2H, H1s),
8.38 (m, 2H, His), 7.79 (d, J =1.4 Hz, 1H, He), 7.55 (m, 1H, H1), 7.23 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz,
1H, Hy), 7.10(d, / = 8.5 Hz, 1H, Hg), 6.91 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H14), 6.85 (m, 1H, H,), 6.63 (m,
1H, H3), 6.61 (m, 2H, Hz4), 4.33 (m, 2H, Ha, Hs), 4.08 (m, 1H, Hi1), 3.58 (m, 5H, His, His),
3.23 (m, 2H, Ho, H12), 3.02 (dt, J = 2.5, 5,2 Hz, 4H, H17), 2.87 (dd, J = 8.3, 5.8 Hz, 1H, H1o),
2.82 (s, 3H, H22), 2.74 (s, 3H, H23), 2.65 (s, 3H, Hao), 2.63 (s, 3H, H21), 2.05 (s, 3H, His).

3.3.2 Determinacion de renio total mediante espectrometria de emision atémica
Con el fin de realizar la determinaciéon del contenido de renio en los compuestos
sintetizados, y de esta forma contar con una herramienta importante para la caracterizacion
de éstos que permitiera confirmar su naturaleza y su grado de pureza, se optimizo y validé
un método analitico utilizando la técnica de emisiéon atdmica MP-AES. Cabe destacar que
esta técnica fue reportada como una herramienta para realizar determinaciones
elementales de renio, por primera vez en este trabajo de tesis, poniendo de manifiesto la
novedad del trabajo creativo.
En general, las técnicas de determinacién basadas en espectrometria de absorcidon vy
emision atémica son ampliamente utilizadas para el analisis cuantitativo de metales. Estas
se basan en detectar la energia absorbida o emitida por los atomos, previamente aislados
tras un proceso de atomizacion, al ser irradiados por energia. La energia tanto absorbida
como emitida, dependiendo de la técnica, es caracteristica para cada ion metdlico presente
en una determinada muestra.
Tradicionalmente, para la determinaciéon de renio se han utilizado métodos

espectrofotométricos, electroquimicos, de fluorescencia de Rayos X, entre otros. Sin
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embargo, estos métodos suelen presentar problemas de falta de sensibilidad, mala
reproducibilidad de los resultados, y fuertes interferencias de elementos tales como plata,
tungsteno, molibdeno, platino, cobre o hierro [12].

Actualmente, las técnicas mas utilizadas para la determinacion de renio son la
espectrometria de emisidon atémica con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) vy la
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). Pero a cambio de
su gran poder, tienen como desventaja un alto costo operativo. Teniendo en cuenta lo
mencionado anteriormente, es que se decidid buscar una herramienta alternativa, lo cual
condujo a la optimizacién y validacidon de un nuevo método bioanalitico basado en la técnica
MP-AES, disponible en el laboratorio de Quimica Analitica de Facultad de Quimica, UdelaR.
Los elementos inorgdnicos a nivel de trazas pueden ser determinados en diversas matrices
mediante varios métodos, que consisten generalmente en una digestion asistida por
microondas utilizando acidos minerales y la posterior determinacién mediante alguna
técnica de espectrometria atdmica. Es importante destacar que una tendencia en Quimica
Analitica es evitar tratamientos drasticos y buscar procedimientos de extraccion eficientes
gue utilicen condiciones suaves, de acuerdo con los principios de la Quimica Analitica Verde
[13]. En el caso del renio, se puede determinar por absorcidon atémica de llama (FAAS)
utilizando una llama de éxido nitroso-acetileno con una concentracién caracteristica de
alrededor de 14 mg L! a una longitud de onda de 346,0 nm. Sin embargo, debido a su alto
punto de fusion de 3186 °C y a su alto punto de ebullicion de 5900 °C, es practicamente
imposible su determinacién mediante espectrometria de absorcidn atédmica electrotérmica
(ETAAS), ya que no se puede alcanzar una presién de vapor adecuada a las temperaturas
predominantes [14]. En este contexto, se debe destacar el actual resurgimiento con varias
mejoras de la técnica MP-AES, la cual puede considerarse como una estrategia para la
determinaciéon de elementos altamente refractarios como el renio. Esta técnica emplea el
concepto de “funcionamiento con aire”, trabajando con un plasma de nitrégeno que opera
a alrededor de 5000 K, lo que resulta en un ahorro de costos y en la eliminacidn de cilindros
de gases caros e inflamables del laboratorio [15-16]. Esta alta temperatura del plasma

proporciona una tolerancia de matriz de muestra mas alta, limites de deteccién mas bajos
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y un rango de concentracién de trabajo ampliado, si se compara con la técnica FAAS. Sin
embargo, no es la primera opcion para la determinacion de elementos a nivel de trazas, ya
qgue los limites de deteccidn no son tan bajos como los que se logran con otras técnicas
como ET-AAS o ICP-MS [17-19]. Sin embargo, se demostrd en el marco de este trabajo por
primera vez, que la técnica MP-AES puede utilizarse como una herramienta para realizar
analisis elemental de renio. Asimismo, también se discutié y se compard un intento de
realizar la determinacién de renio por ET-AAS de acuerdo con la Unica publicacién

encontrada en la literatura cientifica [20].

3.3.2.1 Validacion del método analitico mediante MP-AES

El método analitico para la determinacién de renio mediante MP-AES fue validado siguiendo
las recomendaciones de la guia Eurachem [21]. Se realizé la validacién utilizando calibracién
directa. Para la construccion de la curva de calibracidon se utilizaron cinco niveles de
concentracion. La linealidad se verificé en un rango adecuado para esta aplicacién hasta 2,0
mg L, utilizando la prueba de bondad de ajuste [22]. Para todas las funciones de
calibracién, el valor del coeficiente de determinacién (R?) fue superior a 0,999. La curva de
calibracién resultante fue: Intensidad = (8672,3 + 104,0)*Concentracion (mg L™%) + (101,9 +
1,5). Para la evaluacion de la veracidad, se realizd una prueba t de Student para comparar
el valor obtenido con el valor certificado de concentracién de renio del SRM. El valor t
experimental se encontré por debajo del t (0,05; 5) = 2,57, lo cual indicé que a un nivel de
confianza del 95 %, la concentracion obtenida no diferia significativamente del valor
certificado [22]. La recuperacidon promedio fue de 98 %. La precisién fue estimada como
repetibilidad y expresada como desviacidon estandar relativa porcentual (% RSD) para el
analisis del SRM (n = 6). Esta fue menor al 5 %, la cual se consideré adecuada para esta
aplicacion, considerando que las determinaciones analiticas se realizaron a niveles de trazas.
Los resultados de veracidad y precision confirmaron entonces la exactitud de los resultados
obtenidos [21]. De manera de estimar los limites de deteccidn y cuantificacion (LOD y LOQ),
se utilizaron los criterios establecidos por la guia Eurachem, a saber, 3s y 10s, siendo “s” la

desviacion estandar del blanco [21]. Los limites resultaron ser adecuados para el objetivo
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de este trabajo, estando el LOQ al menos cinco veces por debajo del menor valor obtenido
en las muestras, suficiente para poder cuantificar renio con un nivel de confianza adecuado.
Cabe senalar que este LOQ obtenido por MP-AES es ligeramente inferior al reportado por
Koide et al. [20] utilizando ET-AAS. En suma, este método puede ser considerado como una
alternativa confiable para realizar tanto estudios de tipo elemental como estudios
metaldémicos de renio. Ademas, la técnica MP-AES presenta varias ventajas sobre otras
como se menciond

técnicas de espectrometria atdmica ampliamente utilizadas,

anteriormente.

A pesar de contar con la posibilidad de utilizar la técnica MP-AES, se realizaron también
intentos de optimizacion para la determinacién de renio mediante ET-AAS. La optimizacidn
de las temperaturas de pirdlisis y atomizacion fue realizada de forma exhaustiva, realizando
las correspondientes curvas de pirdlisis de 1000 a 3000 °C a intervalos de 200 °C. Una vez
qgue se encontraron los rangos de temperatura éptimos, el ajuste fino se realizé utilizando
intervalos de 50 °C, obteniendo el programa de calentamiento presentado a continuacion

en la Tabla 9.

Tabla 9. Programa de temperatura para la determinacion de renio por ET-AAS.

Etapa Temperatura Rampa de temperatura | Time de espera | Flujo de argén
(~C) (°cs™) (s) (L min™)
Secado 100 10 40 0,2
Pirolisis 1500 150 20 0,2
Atomizacién 2800 0 3 -
Limpieza 2850 0 3 0,2

De acuerdo con lo informado por Koide et al. [20], se observaron picos extremadamente
anchos y una sensibilidad altamente dependiente de la temperatura de atomizacién. Se
verificd que a temperaturas por debajo de 2800 °C no se producia una atomizaciéon completa
de la muestra. Ademas, para evitar el efecto memoria, fueron necesarios varios ciclos de
calentamiento a 2850 °C para obtener lecturas de linea de base, lo cual era muy
desfavorable para la vida util de los tubos de grafito, que son suministros de laboratorio de
considerable costo. Todos estos inconvenientes, llevaron a una baja precisién del método,

que resultd ser del 25 % expresado en RSD %. Bajo estas condiciones, se obtuvo un LOD

73



instrumental de 0,027 mg L't empleando el criterio 3s recomendado por la guia Eurachem.
Este valor estuvo de acuerdo con el reportado por Koide et al. [20] de 0,020 mg L. Todas
las desventajas presentadas durante la determinacién del renio mediante ET-AAS

impulsaron el desarrollo y validacion del método MP-AES.

Las cifras de mérito obtenidas luego de la validacién del método para la determinacién de

renio mediante MP-AES se resumen a continuacién en la Tabla 10:

Tabla 10. Principales cifras analiticas de mérito obtenidas tras la validacién de renio por MP-AES.

Elemento LOD (mglL™?) | LOQ(mglL™?) | Linealidad Precisién Precision
(3s; n=10) (10s; n = 10) (mgL?) | (%RSD; n=6)* | (RSD %; n =6)*
Re 0,005 0,015 0,015-2,0 4,5 98,0

* SRM: NIST 1643e.
El procedimiento de preparacidn de muestras para los compuestos de renio haciendo uso
de HNOs diluido y radiacién de microondas fue muy eficiente, con la ventaja de que permitié
reducir el uso de residuos peligrosos y los costos. La solucion obtenida luego de la digestiéon
asistida por microondas fue limpida y no se requiridé ningln otro procedimiento extra, a

excepcion de la dilucion con agua ultrapura previo analisis instrumental mediante MP-AES.

Los resultados del analisis elemental de renio concordaron con la férmula propuesta para
los cinco nuevos complejos fac-[Re(l)(CO)3(NN)(CTZ)](PFs) y el complejo fac-
[Re()(CO)3(NN)(KTZ)](PFs) tal como se muestra en la Tabla 11, encontrandose los

porcentajes de recuperacion entre el valor experimental y el tedrico en el rango 97-101 %.

Tabla 11. Analisis elemental de renio total mediante MP-AES.

Compuesto Re tesrico (%) Re experimental (%) | Recuperacién (%)
fac-[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) 19,8 19,5 99
fac-[Re(1)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFe) 19,5 19,0 97
fac-[Re(1)(CO)3(dmb)(CTZ)](PFe) 19,7 19,3 98
fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFe) 20,3 20,5 101
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFe) 18,7 18,3 98
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs) 10,5 10,4 99

Estos resultados ademas de contribuir con la validacidon general del método desarrollado

demostraron una buena selectividad hacia el renio en muestras reales, siendo
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complementarios a los analisis elementales realizados. A la luz de los resultados de este
trabajo, se logré la obtencion de informacion extra para la caracterizacion por medio de un
método innovador, ya que no existian reportes previos de esta técnica aplicada a métodos
bioanaliticos para la determinacion de contenido de este metal, demostrando por primera
vez que la técnica MP-AES se puede utilizar como herramienta para realizar ensayos de

analisis elemental de renio.

3.4 Estudios de lipofilia

La lipofilia es una propiedad importante de las moléculas en relacidon con su actividad
bioldgica, y determina el comportamiento de un potencial farmaco en un medio biolégico
dado. Su aplicacion se ha demostrado en relacion con la capacidad de potenciales farmacos
de atravesar la barrera hematoencefdlica y con la absorcidn intestinal [23]. Resulta
determinante para su capacidad de atravesar membranas bioldgicas en general [24-25]. Por
lo tanto, la lipofilia es de gran importancia desde el punto de vista farmacocinético, en
especial influyendo en la absorcién, distribucidn, excreciéon y toxicidad de potenciales
farmacos [26-27].

Todo esto genera que sea una propiedad fisicoquimica importante a la hora de disefar
nuevos farmacos. Por este motivo, es de vital importancia realizar estudios para determinar
si existe una correlacion entre la lipofilia de un cierto compuesto y su actividad bioldgica.
Inicialmente se realizaron ensayos de lipofilia mediante TLC, los resultados no fueron
concluyentes y el método presentaba poca capacidad para diferenciar la magnitud de la
lipofilia entre los compuestos ensayados, es decir, que la resolucién no era la adecuada.
Como alternativa se disefid un método para la determinacién mediante HPLC-DAD vy se
realizaron paralelamente ensayos para determinar la lipofilia mediante el coeficiente de
reparto octanol — buffer PBS.

En este sentido, la cromatografia liquida de alta performance en modo fase reversa (RP-
HPLC) ha sido utilizada como una herramienta para la determinacion de la lipofilia de
diversos compuestos durante mucho tiempo, ya que la mayoria de las fuerzas hidrofobas
dominan el proceso de retencion [23]. En particular, es de gran utilidad para el estudio de

sistemas complejos, en los cuales la separacién de los compuestos en estudio se hace dificil
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por los métodos de cromatografia en capa fina o en batch. Por lo tanto, en el marco de este
trabajo de tesis se probaron distintas condiciones cromatograficas, con el fin de separar los

cinco compuestos de interés en una Unica corrida isocratica.

3.4.1 Resultados de los estudios de lipofilia mediante TLC
Se realizo el ensayo de lipofilia por duplicado, en dos corridas (corrida 1 y corrida 2) y se
promediaron los Re para luego calcular el Rv correspondiente. Los resultados se pueden

observar en la Tabla 12.

Tabla 12. Resultados de ensayo de lipofilia mediante TLC.

Compuesto Re (corrida 1) | R (corrida 2) | Re promedio| Rwm
CTZ (clotrimazol) 0,79 0,85 0,82 -0,66
bipy (2,2'-bipiridina) 0,79 0,82 0,81 -0,62
dmb (4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina) 0,78 0,77 0,78 -0,54
phen (1,10-fenantrolina) 0,69 0,72 0,71 -0,38
aminophen (5-amino-1,10-fenantrolina) 0,59 0,65 0,62 -0,21
tmp (3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina) 0,52 0,53 0,53 -0,04
fac-[Re(1)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFe) 0,24 0,25 0,25 0,49
fac-[Re(1)(CO)3(dmb)(CTZ)](PFe) 0,22 0,23 0,23 0,54
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) 0,21 0,23 0,22 0,55
fac-[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)](PFe) 0,18 0,21 0,20 0,62
fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs) 0,19 0,20 0,20 0,62

En general la lipofilia de todos los compuestos finales se encuentra dentro del mismo orden
de magnitud, y se diferencia claramente de los ligandos libres, los cuales presentan un

comportamiento de menor lipofilia (valor de Ry inferior).

El orden de lipofilia de los complejos finales, ordenados segun lipofilia creciente, fue:
fac-[Re(1)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs) <  fac-[Re(l)(CO)s3(dmb)(CTZ)](PFs) < fac-
[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) < fac-[Re(I)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) = fac-
[Re(1)(CO)3(bipy)(CTZ)](PFs)
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Sin embargo, la separacién de las manchas correspondientes a los complejos, es decir la
diferencia de R, fue muy pequeiia, ya que éstas se presentaban muy difusas. A pesar de
varios intentos por encontrar una fase moévil adecuada, no fue posible desarrollar un
sistema mediante TLC con una fase que permitiera una separacién éptima. Por este motivo,
los resultados no fueron considerados concluyentes y se prosiguidé con la realizacién de los

ensayos de lipofilia mediante HPLC-DAD y reparto en octanol — buffer PBS.

3.4.2 Resultados de los estudios de lipofilia mediante HPLC
Una vez optimizadas las condiciones cromatograficas, se obtuvo el cromatograma que se
observa en la Figura 17, siendo los tiempos de retencién de los complejos: 14,82 min para
fac-[Re(1)(CO)s3(phen)(CTZ)](PFs), 18,09 min para fac-[Re(1)(CO)s(dmb)(CTZ)](PFs), 18,92 min
para fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs), 25,41 min para fac-[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs),
29,28 min para fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) y 34,69 min para fac-
[Re(1)(CO)s3(tmp)(KTZ)](PFs), respectivamente. El tiempo muerto fue de 3,48 min, de acuerdo

con la elucién de amarillo tartrazina.
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Figura 17. Cromatograma obtenido a partir de la mezcla de los seis complejos y amarillo tartrazina. a)
amarillo tartrazina, b) fac-[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs), c) fac-[Re(1)(CO)z(dmb)(CTZ)](PFs), d) fac-
[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs), (e) fac-[Re(1)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs), f) fac-[Re(1)(CO)3(tmp)(CTZ)](PFs), g8)
fac-[Re(1)(CO)z(tmp)(KTZ)](PFs).

A partir de los pardmetros cromatograficos to y tr, se pudo calcular el parametro Rr de
acuerdo con lo reportado por Bate-Smith & Westall [28], siendo tc el tiempo total de la
corrida de 35 min. Asimismo, se calcularon los pardmetros Ru para cada uno de los

compuestos. Las ecuaciones se describen a continuacion:
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Rp= %2 Ry= 10910(,% -1)

tc

Debido a que los valores de Ry varian directamente con el coeficiente de particiéon y
también, en muchos casos, cambian en incrementos iguales con cada adicidn sucesiva de
un grupo sustituyente particular, son mas utiles que los correspondientes valores de Rr. Una
propiedad particularmente util del parametro Rwm, respecto al parametro R¢, es que el
primero es una funcién simple de la temperatura y de los volimenes relativos de las fases
del disolvente [28]. Ademas, con esta estrategia se pueden comparar varias series de
posibles agentes quimioterapéuticos en un mismo sistema cromatografico. Un mayor valor
de Rm esta asociado con un mayor grado de sustitucién polar, esto puede significar que el
cambio en el potencial quimico causado por un grupo sustituyente es menor cuanto mayor
es la sustitucidn polar ya existente en la molécula. Por otro lado, se obtiene un valor de Ru
negativo cuando el término [(1/Re) — 1] es menor a 1, lo cual se logra cuando se observa un
Rr lo suficientemente alto para el compuesto analizado, lo que se asocia con un mayor grado

de sustitucion no polar y por lo tanto una mayor lipofilia [28].
Los valores de Rr y Rm obtenidos para este experimento se detallan en la Tabla 13.

Tabla 13. Datos cromatograficos y parametros Rr y Ry para cada compuesto.

Compuesto tr (min) Re Rm

amarillo tartrazina 3,48 Rr Rm
fac-[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) 14,82 0,32 0,32
fac-[Re(1)(CO)s(dmb)(CTZ)](PFe) 18,09 0,42 0,14
fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFe) 18,92 0,44 0,10
fac-[Re(1)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs) 25,41 0,63 -0,22
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) 29,28 0,73 -0,45
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs) 32,09 0,82 -0,65

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede concluir que el orden de lipofilia
creciente de los compuestos fue el siguiente: fac-[Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFe) < fac-
[Re(1)(CO)3(dmb)(CTZ)](PFs) < fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFe) < fac-
[Re(1)(CO)3(aminophen)(CTZ)](PFs) < fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFe) < fac-
[Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs).
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3.4.3 Resultados de los estudios de lipofilia por coeficiente de reparto octanol —
PBS
Luego de aplicar el clasico método en batch de coeficiente de reparto octanol — buffer PBS,
se arribd a resultados similares a los otenidos anteriormente por el método cromatografico.
Tal como se puede observar en la Tabla 14, la lipofilia del compuesto fac-
[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs) no pudo determinarse por este método ya que se

descomponia durante el ensayo.

Tabla 14. Coeficientes de distribucién de los complejos fac-[Re(l)(CO)s(NN)(azol)](PFs) en octanol

- buffer PBS

Compuesto LogP
fac-[Re(1)(CO)3(phen)(CTZ)](PFe) 2.85
fac-[Re(1)(CO)s(dmb)(CTZ)](PFs) 3.18
fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs) 4.00
fac-[Re(1)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFe) ND*
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) 4.26
fac-[Re(I)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs) 6.69

*ND = No Detectado
De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede concluir que la lipofilia de los
compuestos, presentada en orden creciente, es la siguiente: fac-
[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) < fac-[Re(1)(CO)s(dmb)(CTZ)](PFs) < fac-
[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFe) < fac-[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFe) < fac-
[Re(1)(CO)a(tmp)(CTZ)](PFs) < fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFe).

Estos resultados fueron concordantes con los hallados por la técnica HPLC-DAD, donde se
pudo observar la misma tendencia. Al contrastar estos resultados con los resultados de los
ensayos bioldgicos que se presentan mas adelante en la Seccidén 3.6 para los compuestos
con CTZ, se pudo constatar que el compuesto que presentaba mayor lipofilia coincide con
el compuesto claramente mads activo contra T. cruzi. De igual forma el compuesto que
presenta menor lipofilia coincide con el compuesto menos activo contra T. cruzi. Sin
embargo, la relacién lipofilia/actividad no se cumple de manera estricta para los demas

compuestos, que muestran una actividad similar.
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3.5 Estabilidad en solucion

La estabilidad de los potenciales fdrmacos organometdlicos es un parametro crucial en el
en el marco de la Quimica Medicinal. La estabilidad muestra la capacidad de un potencial
farmaco de conservar sus propiedades fisicas, quimicas, microbioldgicas y biolégicas dentro
de limites especificados, en un medio dado.

A raiz de esto, cada vez es mas comun la realizacion de ensayos para determinar la
estabilidad de los compuestos desarrollados en Quimica Medicinal en distintos medios
como ser buffers, disolventes, plasma humano, entre otros. Estudiar la estabilidad confiere
informacién importante que puede incidir en la viabilidad de un compuesto como potencial
farmaco. Por ejemplo, una rapida degradacién del compuesto en plasma humano
significaria una gran desventaja para la mayoria de los fadrmacos, al administrarse en el
torrente sanguineo [29].

La estabilidad quimica depende de las propiedades fisicoquimicas inherentes al analito,
éstas pueden derivar en la oxidacidn, hidrélisis o isomerizacion del compuesto a lo largo del
tiempo. Ademas, la pérdida de analito en la solucién puede ocurrir debido a la agregacion,
la precipitacion o la unién no covalente a los componentes de la matriz o a las superficies
de recipientes de vidrio o plastico, reduciendo asi la cantidad de analito en la muestra.
Aunque estos procesos pueden ocurrir tanto en ambientes biolégicos como no bioldgicos,
la presencia de proteinas y lipidos en muestras bioldgicas proporciona oportunidades
adicionales para la unién no covalente, el secuestro o la precipitacion que no estan
presentes en ambientes no bioldgicos [30].

En el marco de este trabajo, la estabilidad de los complejos sintetizados fue estudiada en
DMSO, DMSO: medio simil biolégico (50:50), DMSO: medio BHI (50:50) y DMSO: suero fetal
bovino (50:50) en el laboratorio del Area Quimica Analitica de Facultad de Quimica, UdelaR.
Complementariamente, como parte de una pasantia incluida en el Plan de Actividades de
esta tesis, se realizaron ensayos de estabilidad en plasma humano en el laboratorio del

Grupo Gasser, Chimie ParisTech, PSL University, Paris, Francia.
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3.5.1 Resultados de los estudios de estabilidad
En todos los ensayos de estabilidad se obtuvieron los cromatogramas a tiempo inicial (t=0)
y luego se compararon con los respectivos cromatogramas a tiempo final (t=1diaot=5
dias, dependiendo del medio), de forma de evaluar la estabilidad del area del pico
cromatografico, la forma del pico y la aparicién de nuevos picos. Asimismo, se comparé
contra los cromatogramas de los precursores y los ligandos libres, inyectados en forma

independiente, para contrastar los tiempos de retencién.

A continuacion, se muestran los principales resultados obtenidos en cada uno de los medios

ensayados y una discusion global.

Ensayos de estabilidad en DMSO 100 %

En la Tabla 15 se pueden observar los resultados de estabilidad en DMSO puro. Alli se
aprecian los tiempos de retencion de cada compuesto y cada ligando libre, asi como las
areas de los picos cromatograficos correspondientes en el periodo de incubacién de los
compuestos entre t=0 y t=5 dias. Se incluye el porcentaje de recuperacién de las areas

respecto a las dreas obtenidas a t=0.

Tabla 15. Estabilidad en DMSO 100%.

Estabilidad en DMSO tz (t=0) | Area (t=0) tr (t=5) Area (t=5) %
fac-[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)](PFe) 21,644 56941837 21,676 56408490 99,0
1,10-fenantrolina 17,643
fac-[Re(1)(CO)3(aminophen)(CTZ)](PFs) 22,298 51654723 22,228 50807473 98,4
5-amino-1,10-fenantrolina 14,421
fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs) 22,155 70160999 22,213 67123811 95,7
2,2’ -bipiridina 16,939
fac-[Re(1)(CO)3(dmb)(CTZ)](PFs) 22,476 13607242 22,460 13272008 97,5
4,4’ -dimetil-2,2 -bipiridina 19,303
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) 23,178 18477193 23,167 17811213 96,4
3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina 21,723
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs) 23,131 13993726 23,085* 14709908 105,1
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A modo de ejemplo se incluye en la Figura 18 los cromatogramas superpuestos para el
compuesto fac-[Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFe) a t=0y t=5 dias, asi como el cromatograma del
ligando phen libre. Se puede observar la completa superposicion de los picos negro (t=0) y
rojo (t=5), correspondientes al compuesto. El resto de los cromatogramas se encuentran en

las Figuras A17 a A21 del Anexo.
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Figura 18. Cromatogramas de ensayo de estabilidad de [Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) en DMSO
100 %, a modo de ejemplo.

Ensayos de estabilidad en DMSO: medio simil biolégico (50:50)

En la Tabla 16 se pueden observar los resultados de estabilidad en DMSO: medio simil
biolégico (50:50). Alli se aprecian los tiempos de retencién de cada compuesto y cada
ligando libre, asi como las areas de los picos cromatograficos correspondientes en el periodo
de incubacién entre t=0 y t=5 dias. Se incluye el porcentaje de recuperacién de las areas

respecto a las areas obtenidas a t=0.
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Tabla 16. Estabilidad DMSO: medio simil biolégico (50:50)

Estabilidad DMSO : Simil biolégico | tr (t=0) | Area (t=0) | t& (t=5) Area (t=5) %
(50:50)
fac-[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) 21,771 26216442 21,710 26133684 99,7
1,10-fenantrolina 17,643 120236712
fac-[Re(1)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs) 22,356 25759287 22,315 25343650 98,4
5-amino-1,10-fenantrolina 14,421
fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs) 22,282 11652140 22,333 11296598 96,9
2,2"-bipiridina 16,939
fac-[Re(1)(CO)3(dmb)(CTZ)](PFs) 22,525 5928152 22,548 5394618 91,0
4,4’-dimetil-2,2 -bipiridina 19,303
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) 23,198 10411161 23,260 9826168 94,4
3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina 21,723
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs) 23,072 5086729 23,066* 5159129 101,4

A modo de ejemplo se incluye en la Figura 19 los cromatogramas para el compuesto fac-
[Re(I)(CO)3(phen)(CTZ)](PFs) a t=0 y t=5, asi como el cromatograma del ligando phen libre.
Se puede observar la completa superposicion de los picos negro (t=0) y rojo (t=5),
correspondientes al compuesto. El resto de los cromatogramas se encuentran en las Figuras

A22 a A26 del Anexo.
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Figura 19. Cromatogramas de ensayo de estabilidad de [Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) en DMSO:
medio simil bioldgico (50:50), a modo de ejemplo.
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Ensayos de estabilidad en DMSO: medio BHI (50:50)

En |la Tabla 17 se pueden observar los resultados de estabilidad en DMSO: medio BHI

suplementado (50:50). Alli se aprecian los tiempos de retenciéon de cada compuesto y cada

ligando libre, asi como las areas de los picos cromatograficos correspondientes en el periodo

de incubacién entre t=0 y t=1 dia. Se incluye el porcentaje de recuperacién de las areas

respecto a las dreas obtenidas a t=0.

Tabla 17. Estabilidad en DMSO: medio BHI complementado (50:50)

Estabilidad en DMSO: medio BHI

(50:50) tr (t=0) | Area (t=0) | tr(t=1) | Area (t=1) %
fac-[Re(1)(CO)3(phen)(CTZ)](PFs) 22,030 8971432 22,067 8114126 90,4
1,10-fenantrolina 17,056
fac-[Re(1)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs) | 22,324 | 7788841 22,399 3099343 39,8
5-amino-1,10-fenantrolina 14,197
fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs) 21,983 | 14325860 22,167 15193610 106,0
2,2 -bipiridina 16,361
fac-[Re(1)(CO)s(dmb)(CTZ)](PFs) 22,420 | 6698811 22,404 6785824 101,3
4,4’ -dimetil-2,2 -bipiridina 19,148
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFe) 23,132 1797400 23,160 1675503 93,2
3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina 21,526
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs) 23,054 | 6706316 23,062 6458619 96,3

A modo de ejemplo se incluye en la Figura 20 los cromatogramas para el compuesto fac-

[Re(1)(CO)s3(phen)(CTZ)](PFs) a t=0y t=5, asi como el cromatograma del ligando phen libre.

Se puede observar la completa superposicion de los picos negro (t=0) y rojo (t=5),

correspondientes al compuesto. El resto de los cromatogramas se encuentran en las figuras

A27-A31 del Anexo.
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Figura 20. Cromatogramas de ensayo de estabilidad de fac-[Re(l)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) en BHI
100 %, a modo de ejemplo.

Ensayos de estabilidad en DMSO: suero fetal bovino (50:50)

En las Figuras 21y 22 se muestran los cromatogramas para los ensayos en DMSO: suero fetal

bovino (50:50) para todos los compuestos en estudio a t=0y t=1 dia de incubacidn.
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Figura 21. Cromatogramas obtenidos para a) fac-[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs), b) fac-
[Re(1)(CO)s(dmb)(CTZ)](PFe) y c) fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs) a t=0 y t=1 dia, respectivamente.
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Figura 22. Cromatogramas obtenidos para d) fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs), €) fac-
[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) y f) fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFe) a t=0 y t=1 dia, respectivamente.

Ensayos de estabilidad en disolventes y medios bioldgicos: discusion global

En todos los medios ensayados se observd a t=0 un Unico pico principal, correspondiente al
complejo en estudio. El area a t=0 se considerd como el 100 %.

En resumen, todos los cromatogramas evaluados mostraron una sefial intensa
correspondiente al complejo, a distinto tiempo de retencidon respecto a la de sus
correspondientes ligandos libres. En algunos casos el pico del compuesto presentd un leve
tailing, hecho que pudo atribuirse al pequefio tamano de particula del relleno de la columna
cromatografica.

Las dreas de los picos no presentaron una alteracién sustancial en su valor durante el tiempo
de incubacién, excepto para el ensayo de estabilidad de los compuestos fac-
[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs) en medio DMSO: BHI complementado (50:50) y fac-
[Re(I)(CO)3(tmp)(KTZ)](PFs) en DMSO: medio suero bovino fetal (50:50). Asimismo, la forma
de los picos se vio inalterada con el correr del tiempo, para un mismo compuesto. Los

porcentajes de recuperacion de las areas se encontraron en el rango 90,4 — 106,0 %. Esta
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desviacion en el entorno + 10 % puede atribuirse a la decomposicion del compuesto, pero
ésta es aceptable. Se pudo observar un leve aumento de las dreas a tiempo final en casos
puntuales, lo cual puede atribuirse a pequefias pérdidas de disolvente por evaporacion
durante el periodo de ensayo.

Como se comentaba antes, solamente se observd problemas de estabilidad para el
compuesto fac-[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs) en medio DMSO: BHI complementado
(50:50), donde se evidencié una disminucion significativa a t = 1 dia de incubacidn, con una
recuperacion de 39,8 %. A raiz de esto, se verificd la estabilidad a t = 2 dias, no
evidenciandose variaciones respecto a lo observado a t = 1. Asimismo, para el compuesto
fac-[Re(1)(CO)s3(tmp)(KTZ)](PFs) se observd una disminucidn significativa del 35 % en su area
de pico en DMSO: medio suero bovino fetal (50:50) a t = 1, mostrando que este compuesto
se descompone parcialmente en dicho medio de incubacion en un periodo de 1 dia.

En términos generales, la estabilidad de los compuestos, estimada como el porcentaje de
recuperacion del drea de pico, en comparacién con el area total a t=0, resulté mayor a 90 %
en todos los medios ensayados, dentro de los tiempos de incubacién evaluados, a excepcidn
de los dos casos ya comentados. Esto se puede considerar como una estabilidad exitosa para
los compuestos en estudio.

En resumen, la estabilidad quimica de los compuestos fac-[Re(l)(CO)3(NN)(AZOL)](PFs) en
los medios ensayados se confirmd durante un periodo de 5 dias para DMSO y DMSO: medio
biolégico sintético (50:50) y durante un periodo de 1 dia para DMSO: medio BHI
suplementado (50:50) y DMSO: suero bovino fetal (50:50). Sin embargo, se observaron
descomposiciones parciales para los compuestos fac-[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFe) y

fac-[Re(1)(CO)s3(tmp)(KTZ)](PFs), en algunos medios de incubacién, como ya fue comentado.

Ensayos de estabilidad en plasma humano

Como se muestra en la Tabla 18, los compuestos fac-[Re(l)(CO)s;(NN)(CTZ)](PFs) fueron
estables en plasma humano durante un periodo de 24 horas. Esto se pudo confirmar a partir
de los valores practicamente constantes de la relacién Area de compuesto (Acompuesto)/Area

de cafeina (Acafeina), Y la no aparicion de nuevos picos cromatograficos a lo largo del tiempo.
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Esta relacion se utiliz6 para el seguimiento de la estabilidad después de haber sido

normalizada al 100 %. Esta estrategia de trabajo es de gran utilidad ya que presenta la

ventaja de que la tasa de recuperacién analitica del compuesto no afecta los resultados del

experimento.

Tabla 18. Resultados de estabilidad de los compuestos fac-[Re(I)(CO)s(NN)(AZOL)](PFs) a
diferentes tiempos de incubacién en plasma humano, utilizando cafeina como patrén interno.

Compuesto A compuesto A cafeina (tR = 3,159) A Compuesto/A Cafeina
Blancot=0h - 460,37 -
Blancot=24h - 12,65 -

fac-[Re(1)(CO)3(tmp)(CTZ)](PFs) (tr = 2,599)

t=0h - 716,12

t=1h 220,40 620,92 1,0

t=3h 583,81 525,19 1,1

t=6h 423,42 373,48 1,1

t=24h 344,10 382,26 0,9
fac-[Re(1)(CO)3(dmb)(CTZ)](PFs) (tr = 1,838)

t=0h 374,67 426,74 0,9

t=1h 275,11 225,67 1,2

t=3h 288,95 258,31 1,1

t=6h 429,38 344,59 1,2

t=24h 292,39 263,15 1,1
fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs) (tr = 1,778)

t=0h 431,89 400,43 1,1

t=1h 426,02 421,83 1,0

t=3h 456,18 480,07 1,0

t=6h 519,30 428,57 1,2

t=24h 420,12 381,68 1,1
fac-[Re(1)(CO)3(phen)(CTZ)](PFs) (tr = 1,774)

t=0h 393,10 394,55 1,0

t=1h 284,25 242,26 1,2

t=3h 754,83 554,74 1,4

t=6h 545,46 458,02 1,2

t=24h 314,31 292,41 1,1
fac-[Re(1)(CO)3(aminophen)(CTZ)](PFs) (tr =

1,745)

t=0h 354,63 406,65 0,9

t=1h 288,59 393,05 0,7

t=3h 121,97 174,36 0,7

t=6h 247,62 332,45 0,7

t=24h 377,81 477,84 0,8
fac-[Re(1)(CO)3(tmp)(KTZ)](PFe) (tr = 1,791)

t=0h 811,75 299,05 3,0

t=1h 1059,71 321,89 3,3

t=3h 576,42 367,31 1,6*

256,38 (pico 2)
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t=6h 536,04 292,11 1,8*
256,71 (pico 2)

t=24h 628,32 462,74 1,4*
656,40 (pico 2)

CTZ (tr = 2,047)

t=0h 19,5 403,39 0,05
t=1h 21,2 468,87 0,05
t=3h 18,7 366,52 0,05
t=6h 15,3 276,71 0,06
t=24h 16,7 279,93 0,06

*Descomposicidn parcial del compuesto, aparicién de un segudo pico (pico 2).
A = area del pico cromatografico.

Sin embargo, el compuesto fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs) fue estable en plasma humano
solo durante un periodo de 1 h. Como se muestra en la Tabla 18, a partir de las 3 h de
incubacidn la relacion Acompuesto/Acafeina Para este compuesto disminuyd a la mitad de su
valor inicial, mientras que aparecié una segunda sefial (pico 2, Tabla 18). La aparicién de
esta segunda sefial se puede apreciar en el cromatograma de la Figura 23. Esta division del

pico estaria asociada con la descomposicion parcial del compuesto en estudio.
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Figura 23. Cromatogramas obtenidos para el compuesto fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs) at=0y
t=24h.
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3.6 Actividad bioldgica in vitro contra T. cruzi

Se realizaron ensayos de actividad bioldgica in vitro contra T. cruzi, para determinar las
propiedades antiproliferativas de los compuestos sintetizados. Se determinaron los valores
de ICsp de cada uno de ellos y de los respectivos ligandos libres mediante ensayos de
viabilidad luego de la incubacién del pardsito con diferentes concentraciones de compuesto.
Estos ensayos fueron efectuados sobre parasitos en dos etapas diferentes de su ciclo vital,
en algunos casos sobre la forma epimastigota (cepa Dm28c) y en otros sobre la forma
infectiva tripomastigota (cepa CL Brener). A diferencia de la forma tripomastigota (forma
infectiva del parasito), la forma epimastigota es una etapa del parasito que no se presenta
en la persona infectada sino en el insecto vector [31]. De todas formas, es de utilidad para
obtener informacién en ensayos bioldgicos, ya que provee informacién importante, pero
con la ventaja de ser mas segura y sencilla de trabajar (al no ser forma infectiva requiere de
menos precauciones y protocolos de bioseguridad mas simples). La actividad en T. cruzi fue
expresada en valores de ICso. Se determiné la actividad del farmaco de referencia Nifurtimox

con fines comparativos.

3.6.1 Actividad in vitro en epimastigotas de T. cruzi cepa Dm28c, citotoxicidad
sobre células Hela y selectividad hacia el parasito

Se evalud la actividad de los complejos fac-[Re(CO)s3(NN)(CTZ)](PFs) en epimastigotas de T.

cruzi (cepa Dm28c) y su toxicidad en células tipo Hela como células mamiferas modelo

(Tabla 19). Se incluyd el indice de selectividad (IS), que es un valor que representa la

selectividad, el cual fue calculado como IS = ICso Hela /ICso T. cruzi.
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Tabla 19. Resultados de ICsp en T. cruzi (epimastigotas Dm28c) y células Hela.

Compuesto ICsoHela * DE (uM) | 1Cso T. cruzi = DE (uM) IS
CT1Z 45,4+ 4,7 22,23+0,47 2,0
phen 157,0+17,3 10,25+ 0,26 15,3
aminophen 125,5+7,8 9,37+1,02 13,4
tmp 29,9+2,3 3,43 +0,85 8,7
bipy 107,3+12,0 12,52 +0,82 8,5
dmb 90,2 +15,8 10,60+ 2,42 8,5
fac-[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)](PFs) 13,0+3,9 9,42 +1,53 1,4
fac-[Re(1)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFe) 356+1,4 8,43+2,20 4,2
fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFe) 109+1,6 3,48 £ 0,98 3,1
fac-[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs) 6,1+1,1 7,53 +2,68 0,8
fac-[Re(1)(CO)s(dmb)(CTZ)](PFs) 13,9+6,4 8,48 +1,46 1,6
Nifurtimox > 100 7,10+ 2,20 > 14

Los complejos mostraron actividad en el rango micromolar y en casi todos los casos la
actividad fue superior a la de sus respectivos ligandos bioactivos libres (a menor valor de
ICs0 mayor actividad). Asimismo, los valores de ICso fueron del mismo orden del obtenido
para el farmaco de referencia Nifurtimox, destacando que todos ellos presentan mayor
actividad que dicho farmaco. No se obtuvieron resultados para el compuesto fac-
[Re(I)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs) debido a que la solubilidad de este compuesto era
extremadamente baja en los disolventes utilizados, impidiendo la realizacién del ensayo

mediante este método.

3.6.2 Actividad in vitro en tripomastigotas de T. cruzi cepa CL Brener, citotoxicidad
sobre células VERO y selectividad hacia el parasito

Se evalud la actividad de los compuestos fac-[Re(CO)3(NN)(CTZ)](PFs) y el compuesto fac-

[Re(CO)s3(tmp)(KTZ)](PFe¢) en tripomastigotas de T. cruzi (cepa Brener) y su toxicidad en

células mamiferas tipo VERO (ATCC CCL81). Los resultados se resumen en la Tabla 20. Se

incluyd el valor de IS como medida de selectividad, el cual fue calculado como IS = 1Csq VERO

/1Cso T. cruzi.
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Tabla 20. Resultados de ICspoen T.

cruzi (tripomastigotas CL Brener) y células VERO.

Compuesto 1Cs0 VERO * DE ICso T. cruzi £ DE IS
(nM) (1M)

C1Z 37,1+7,6 10,20+ 0,47 3,6
KTZ >96 89,00 £ 19,20 >1,0
phen 50,2 £18,7 4,04 £0,26 12,4
aminophen 29,9+4,3 1,81 +£0,55 16,5

tmp 51,9+10,2 6,10+ 2,77 8,5

bipy 81,3+ 14,0 9,66 + 0,23 8,4

dmb 95,2+ 17,0 26,2 +8,8 3,7
[Re(I)(CO)s(phen)(CTZ)](PFe) 3,2+0,2 1,28+0,12 2,5
[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PFs) 12,8+2,2 2,79 £0,57 4,2
[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFe) 51+1,6 0,61+0,18 8,4
[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFe) 6,5+1,1 1,11+0,10 5,8
[Re(1)(CO)s(dmb)(CTZ)](PFs) 14,0+4,3 2,26 +0,11 6,2
[Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFe)* >96 >96 ND
Nifurtimox >100 20,10+ 2, 49,6

*Compuesto altamente insoluble, no fue posible realizar el ensayo en condiciones adecuadas por dicho
problema. Se informan como ND (no determinado).

Estos resultados, por ser en la forma infectiva del parasito, son mas representativos de la
capacidad de los compuestos como potenciales farmacos. Se incluyd el complejo con el
ligando Ketoconazol, pero debido a que la solubilidad de este compuesto era
extremadamente baja en los disolventes utilizados, no pudo ser determinada mediante este
método. Cabe destacar que para este ensayo se utilizaron células mamiferas tipo VERO, que
son una mejor representacion de las células sanas de un organismo infectado.

Como se muestra en las Tablas 19y 20, la complejacién de CTZ al centro fac-[Re(1)(CO)3(NN)]
condujo a una disminucion en el valor de ICso en un orden de magnitud en comparacion con
el ligando CTZ libre, lo que se interpreta como una mejora en la actividad antiparasitaria.
Este efecto se observd en ambas formas del pardsito, tanto epimastigota como
tripomastigota.

Todos los complejos mostraron actividad en el rango micromolar en todos los casos, excepto

para el compuesto con aminophen, y la misma fue superior a la de sus respectivos ligandos
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bioactivos libres (a menor valor de ICso mayor actividad). Para los compuestos con tmp, bipy
y dmb el aumento de la actividad fue notorio, siendo de casi un orden de magnitud.
Asimismo, cabe destacar que dichas actividades fueron del mismo orden que las obtenidas
para el fdrmaco de referencia Nifurtimox, superandola en todos los casos.

Por otra parte, la selectividad hacia el parasito no mejord a través de la generacion de los
compuestos fac-[Re(1)(CO)s(NN)(CTZ)](PFs) con respecto a la del ligando CTZ libre, siendo

inferior a la del Nifurtimox.

3.7 Mecanismo de accion

3.7.1 Inhibicién de la biosintesis del ergosterol

La biosintesis de ergosterol en T cruzi [33] ha sido validada como un blanco
guimioterapéutico en varios pasos de su via, incluyendo la accién a nivel de las enzimas
escualeno-2,3-epoxidasa (cataliza la conversién de escualeno a 2,3-oxidoescualeno),
lanosterol sintasa (cataliza la conversién de 2,3-oxidoescualeno a lanosterol), lanosterol
desmetilasa (cataliza conversién de lanosterol a 4,4-dimetil-5a-colesta-8,14,24,trien-3--ol)
entre otras [32-33]. En este sentido, se evaluaron los niveles de ergosterol, lanosterol y
escualeno en pardsitos control y parasitos incubados con el compuesto mas promisorio fac-
[Re(1)(CO)s3(tmp)(CTZ)](PFs) con el fin de establecer potenciales blancos de accidn a nivel de
esta ruta biosintética.

La terbinafina, es un reconocido agente antimicdtico de amplio espectro capaz de inhibir la
biosintesis de ergosterol, inhibiendo la actividad de la enzima escualeno-2,3-epoxidasa,
pero también la de la lanosterol 14-a-desmetilasa, lo que lleva a la acumulacién tanto de
escualeno como de lanosterol [33]. Como se puede observar en la Tabla 21, los parasitos
tratados con el compuesto fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) también fueron capaces de
acumular escualeno y lanosterol con la consiguiente disminucidon de los niveles de
ergosterol. La capacidad de acumulacién de escualeno y lanosterol, cuando el pardsito se
incubd a una concentracion de 5 x ICso, fue ligeramente inferior a la observada para el
farmaco Terbinafina. En todos los casos, la concentracion de ergosterol fue inferior a los

valores de los parasitos no tratados, siendo la deplecién promovida por Terbinafina la mas

93



alta. Este hecho podria indicar algunas diferencias en el mecanismo de accion entre el

compuesto estudiado y la Terbinafina. El hecho de que el lanosterol se acumule en mayor

proporcién podria ser un indicador de que el compuesto fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFe)

poseeria principalmente capacidad inhibitoria a nivel de la enzima lanosterol 14-a-

desmetilasa, como fuera reportado previamente en la literatura para el clotrimazol [34]. La

inhibicidn de esta enzima dependiente del citocromo P-450, que convierte el lanosterol en

ergosterol, daria lugar a una pared celular inestable en el parasito y provocaria una filtracion

de la membrana. Ademads, el hecho de que la deplecidon de ergosterol sea mayor para el

complejo estudiado, en comparacidon con el clotrimazol libre, indica que el complejo

presenta una actividad inhibitoria mayor que el ligando correspondiente, tal como se

muestra en las Tablas 21y 22.

Tabla 21. Resultados de la cuantificacidn de escualeno, lanosterol y ergosterol en epimastigotas
de T. cruzi tras 4 h de incubacion con fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFe).

Esterol CN Compuesto 1x Compuesto 5x Terbinafina
C(uM) | C(uM) | A(%) | D(%) | C(uM) | A(%) | D(%) | C(uM) | A(%) | D (%)
Ergosterol | 10,92 8,42 22,8 7,87 --- 27,9 6,61 --- 39,6
Lanosterol 6,07 7,10 16,9 --- 7,99 31,7 --- 8,62 42,2 ---
Escualeno | 11,35 | 12,00 5,8 12,29 8,4 12,83 13,0

CN: control negativo; A(%): porcentaje de acumulacidn; D(%): porcentaje de deplecion.

Tabla 22. Resultados de la cuantificacidon de escualeno, lanosterol y ergosterol en epimastigotes
de T. cruzi tras 4 h de incubacién con CTZ.

Esterol Clotrimazol 1x Clotrimazol 5x
C(uM) | A(%) | D(%)| C(uM) | A(%) | D(%)
Ergosterol 8,82 --- 19,2 8,19 --- 24,9
Lanosterol 6,98 15,0 --- 7,83 28,9 ---
Escualeno 11,71 3,2 - 12,10 6,7 ---

A(%): Porcentaje de acumulacion; D(%): Porcentaje de deplecion.
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3.7.2 Interaccion con lanosterol 14-a-desmetilasa: acoplamiento molecular
Segln la evidencia experimental, el complejo fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)]* presentd
capacidad inhibidora frente a la enzima lanosterol 14-a-desmetilasa de T. cruzi (CYP51).
Para proporcionar una mayor comprension del mecanismo de accidn, se procedio a realizar
calculos de acoplamiento molecular de este complejo y CTZ, empleando CYP51 como
receptor [35]. Estos estudios fueron realizados por el Dr. Nicolas Veiga del Area Quimica

Inorgdnica, Facultad de Quimica, UdelaR.

Tal como se puede apreciar en el Anexo —Publicaciones, se observé que la molécula de CTZ
se une al grupo hemo, que constituye el sitio activo de la enzima, a través de un enlace de
coordinacién con el anillo de imidazol. La orientacidn especifica dentro del sitio activo esta
fijada por numerosas interacciones, en su mayoria hidrofébicas. Globalmente, estas
interacciones lipofilicas son mas débiles que las encontradas para fac-
[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)]*, dando lugar a una disminucién de 21,4 kJ/mol en el AGunisn
estimado de CTZ al correspondiente complejo de Re(l). La mayor afinidad por el receptor
exhibida por fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)]* brinda una explicaciéon factible de su mayor

capacidad inhibitoria en comparacién con el ligando CTZ libre.

3.7.3 Resultados de la interaccidon de los compuestos con ADN

Para los ensayos de interaccidon con ADN se emplearon experimentos de espectrometria de
absorcion electrénica para analizar la interaccion (unidn) de los complejos con CT-DNA. La
misma se evalué monitoreando los cambios en los espectros electrénicos mientras
aumentaba la concentracion de CT-DNA. Tras la adicién de ADN, se observé un ligero
hipercromismo en la regién UV (270-320 nm), tal como se observa en la Figura 24.

De acuerdo con la literatura, un efecto hipercrémico surge principalmente debido a la
presencia de cationes cargados que interactian con el ADN a través de la atraccidon
electrostatica de los grupos fosfato del esqueleto del ADN, lo que provoca una contraccion
y un dafo general en la estructura secundaria del ADN. El efecto también puede atribuirse
al contacto externo (unidn electrostatica) o al desenrollamiento parcial de la estructura

helicoidal del ADN, exponiendo mas bases del ADN.
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Por otro lado, los compuestos que se unen al ADN a través de la intercalacion con sus bases
suelen mostrar efectos hipocrémicos y batocréomicos cuando la concentracion de ADN
aumenta.

Estos resultados coinciden con los resultados obtenidos en estudios preliminares realizados
con el compuesto mas activo fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs), en los que se midid la
disminucion de la fluorescencia propia del aducto bromuro de etidio-ADN por
desplazamiento de bromuro de etidio como resultado de la interaccidon del compuesto con
el ADN. En esos estudios solo se observd una débil interaccion. De todas formas, los
resultados de estos estudios preliminares no permitieron establecer la intercalacién como
un mecanismo de accion de relevancia en los compuestos desarrollados [35]. En conclusion,
los resultados de ambas técnicas parecen indicar que los nuevos complejos no muestran
una significativa interaccidn intercalante con esta biomolécula, sino que interactdan a

través de otro mecanismo.
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Figura 24. Espectros de absorcion electrénica de fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) en ausencia
(linea gris) y en presencia (lineas de color) de CT-DNA. La flecha muestra los cambios tras la
adicion de una cantidad creciente de CT-DNA. (CT-DNA = 0-20 uM, complejo C = 10 pM,
muestras preparadas en medio DMSO/buffer Tris HCl, pH 7,4).

96



3.7.4 Acoplamiento molecular con ADN
Tomando en consideracién los resultados de los estudios experimentales de interaccion con
ADN, se realizaron calculos de acoplamiento molecular con el objetivo de dilucidar los
aspectos estructurales detras de la unién de los compuestos a ADN. Estos estudios fueron
realizados por el Dr. Nicolds Veiga del Area Quimica Inorganica, Facultad de Quimica
UdelaR. Los resultados reportados en el Anexo — Publicaciones sugieren una interaccion en
la que los complejos no tienen una posicidn de anclaje significativamente preferida, aunque
el sitio de union siempre se encuentra en el surco mayor del ADN.
Teniendo en cuenta la mejor posicién de acoplamiento en cada caso, se observd que los
cinco complejos fac-[Re(1)(CO)3(NN)(CTZ)]* se unieron al CT-DNA con una afinidad similar,
Se encontré que cuando el NN es phen, bipy, dmb o tmp, los complejos encajan en el surco
mayor del ADN al establecer enlaces de hidrégeno convencionales y C-H con citosina y el
esqueleto de azucar-fosfato usando los ligandos carbonilo (Figura 25). La posicion de
acoplamiento se estabiliza aun mas por las interacciones m-sigma establecidas entre los
anillos de fenilo CTZ y la timina. En el caso de fac-[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)]*, el modo
de unién es ligeramente diferente. El grupo amino del ligando NN establece un fuerte
enlace de hidrégeno N-H---O con el esqueleto de fosfato. Los ligandos carbonilo se dirigen
a la base de nucleétidos, estabilizados por la formacién de enlaces H con adenina y el
esqueleto de azucar-fosfato. Finalmente, la posiciéon de acoplamiento se asegura mediante
el establecimiento de una interaccion CTZ-thymine m-sigma.
La informacidon estructural sobre los modos de unién de los complejos brindd evidencia
adicional para racionalizar el hipercromismo observado durante los estudios de unién al
ADN. Es factible que los complejos catidnicos se acerquen a la molécula de ADN, encajando
en el surco mayor al establecer enlaces de hidrégeno e interacciones mt-sigma con las bases
de nucledtidos y el esqueleto de fosfato-azlucar, lo que conduce a una distorsion
concomitante de la estructura secundaria del ADN.
Para ambos complejos se puede observar en la Figura 25 las representaciones de los

acoplamientos a ADN y las interacciones correspondientes.
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Figura 25. Modelo de fac-[Re(1)(CO)s(phen)(CTZ)]* (a) y fac-[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)]* (b)
acoplado en el surco mayor de CT-DNA. En (c) y (d), las interacciones intermoleculares entre el
sustrato y el CT-DNA se muestran para (a) y (b), respectivamente. Pi-sigma = interaccion C-H-m;
conventional = enlace de H convencional; Carbon = enlace de H C-H. Cadigo de color del atomo:

C (gris), N (azul), O (rojo), Cl (verde), H (blanco).

3.8 Estudios de metalomica

3.8.1 Estudios de metaldmica mediante espectrometria atdmica
Como parte de los estudios de metaldmica, se trabajoé en el desarrollo de una metodologia
analitica novedosa para la determinacidn de renio, que permitiera evaluar el porcentaje de

renio captado por los parasitos y la asociacion de éste con biomacromoléculas de interés.
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3.8.1.1 Estudios de renio captado por epimastigotas de T. cruzi

De todos los complejos previamente evaluados in vitro contra epimastigotas de T. cruzi de
la cepa CL Brener, el compuesto fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) resultd ser el mas activo.
Por lo tanto, fue seleccionado para los estudios de metaldmica, incubandose en presencia
de los parasitos durante 4 y 24 h a concentraciones de 1x y 10x el valor de ICsp previamente
calculado (3,43 umol L™t y 34,3 pumol L%, respectivamente). La cantidad de renio captado
por los parasitos o fuertemente ligado (no eliminable por lavado) y el renio remanente en
el medio de cultivo, fueron determinados mediante MP-AES. La concentracién promedio de
renio determinado para tres experimentos independientes se muestra en la Tabla 23. Para
evaluar la veracidad de este ensayo, se calculd el balance de masa correspondiente para
verificar que la masa de renio en el pellet + la masa de renio en el cultivo, fuera
estadisticamente equivalente a la masa total de renio utilizado para la incubacién. Para esta
tarea se realizd una prueba t de Student (p < 0,05), mostrando valores t experimentales por
debajo del valor t tedrico. De esta forma, se concluyé que la suma de las masas
experimentales obtenidas por MP-AES eran estadisticamente iguales a las masas tedricas
utilizadas para la incubacion.

Como se presenta en la Tabla 23, los porcentajes de incorporacién del metal no cambiaron
significativamente entre 4 y 24 h. Los porcentajes de captacién fueron bastante bajos en
comparacion con los informados previamente para compuestos de vanadio sintetizados por
nuestro grupo de investigacién en epimastigotas de T cruzi [37-38]. Esta captacién
diferencial podria surgir de la diferente naturaleza quimica de los compuestos y los

diferentes centros metalicos.

Tabla 23. Porcentajes de renio captado por los parasitos después de 4 hy 24 h de incubaciéon con
1xy 10x la ICs calculado para fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) sobre epimastigotas de T. cruzi.

Concentracion de % Entrada * DE

compuesto (uLM) 4h 24 h
1 x1Cso 1,24+ 0,03 1,16 £ 0,04
10 x I1Cso 1,28 + 0,03 1,25+ 0,02

% Entrada corresponde al % de renio captado por el parasito (pellet) en relacidon con el renio total.
Se presenta el promedio de tres réplicas independientes y la desviacién estandar (DE).
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3.8.1.2 Distribucidn subcelular de renio en epimastigotas de T. cruzi

Se estudio la asociacién de renio con biomacromoléculas de interés de forma de evaluar la
distribucién subcelular del compuesto madas promisorio fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFe)
dentro de los parasitos. Para esta tarea, los epimastigotas de T. cruzi se incubaron durante
4 h con el compuesto elegido. Posteriormente, se aislaron diferentes biomacromoléculas
(ADN, ARN, proteinas solubles y fraccion insoluble), y el renio total asociado a cada fraccién

fue determinado mediante MP-AES. Los resultados se muestran en la Tabla 24.

Se observo un patrén similar de distribucién de renio en epimastigotas después de 4 h de
tratamiento con 1 x y 10 x el valor ICso (3,43 pmol L) determinado previamente en
epimastigotas de T. cruzi. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre la incubacién con diferentes concentraciones de compuesto de acuerdo con un
analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba t de Student (p < 0,05).

Tabla 24. Porcentaje de renio asociado a las diferentes biomacromoléculas aisladas tras 4 h de
tratamiento con 1 x y 10 x la ICso calculada de fac-[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) en epimastigotas

de T. cruzi.
Concentracion de compuestos % asociacion * DE
(nM) PS FI ADN ARN
1 x1Cso 82,1+0,8 16,3+0,7 0,85+0,05 | 0,76 +0,07
10 x ICso 83,5+0,3 15,0+0,2 0,81+0,03 | 0,69 +0,06

% asociacion corresponde al % de renio asociado a la fraccidn relativa al renio total captada por el parasito.
Se presentan el promedio de tres experimentos independientes y la desviacion estandar (DE) para cada
fraccion: ADN, ARN, proteinas solubles (PS) y fraccion insoluble (Fl).

Como se puede observar en la Tabla 24, menos del 1% se encontrd asociado a fracciones de
acidos nucleicos (ADN y ARN) a ambos niveles de concentracion. Asimismo, se observé una
asociacion preferencial con la fracciéon de proteinas solubles con un valor promedio de
82,8%. Asociaciones preferenciales de esta magnitud con proteinas solubles fueron
informadas previamente por nuestro grupo de investigacion para complejos heterolépticos

de oxovanadio (V) [37-38].
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3.8.2 Microscopia Raman confocal

La microscopia Raman confocal es un método muy poderoso para el estudio de células
individuales, pues combina especificidad molecular con resolucién en el rango
submicrométrico. Es de gran utilidad adquirir espectros Raman no sélo en un punto
individual dentro de la célula, sino que en multiples puntos dentro del célula o bien en toda
la célula en su conjunto, de forma de obtener mayor cantidad de informacién [39].

Tal como se describié en la seccién anterior, luego de los estudios metaldmicos mediante
MP-AES, se observé que el compuesto fac-[Re(l)(CO)s(tmp)(CTZ)](PFs) mostraba una
asociacion preferencial con la fraccion de proteinas solubles del parasito y una baja
asociacion con las fracciones de acidos nucleicos ADN y ARN, lo cual sugirié descartar estas
biomoléculas como principales dianas.

En este sentido, de forma de profundizar en la localizacién del compuesto captado en todo
el parasito, se utiliz6 microscopia Raman confocal como una segunda herramienta
complementaria para realizar un estudio metaldmico indirecto. De acuerdo con la
literatura, las sefiales en el rango de ~1650 cm™ corresponden al modo de estiramiento C=0
(proteinas y ADN, Figura 26 regién roja), las sefiales en el rango de 1425/1475 cm
corresponden a las deformaciones antisimétricas de metilo/metileno CH,/CHs (lipidos,
Figura 26 region azul) y sefiales en el rango de 1570/1580 cm™ corresponden a los a modos
de estiramiento C=C en bases de purina (ADN/ARN, Figura 26 regién roja). Ademas, la sefial
a 1594 cm™ observada en la Figura 26 (region verde) podria atribuirse al ADN en mayor
concentracidn. Sobre esta base, la etiqueta roja y verde corresponden al ADN mitocondrial
y nuclear, mientras que la etiqueta azul corresponde a los lipidos de la membrana.

Las bandas principales del compuesto tricarbonilo de Re(l) muestran un fuerte
solapamiento con las sefiales provenientes de lipidos, proteinas y ADN y, debido a su baja
concentracion en el parasito, las sefiales asociadas a los modos de estiramiento de v(CO) no
son tan pronunciadas en espectroscopia Raman como para ser detectadas en estos
experimentos. Por lo tanto, se puso el foco sobre los principales cambios que ocurren en

los parasitos tratados en relacidn con los parasitos control sin tratar.
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Cabe sefialar que las determinaciones de renio realizadas previamente mediante MP-AES,
en particular de la asociacién de renio al ADN del parasito, se realizaron luego de procesos
de extraccién y purificacion de esta biomolécula. Por lo tanto, la cantidad de metal
determinada por esta MP-AES corresponde Unicamente a la fraccién fuertemente unida a
la biomolécula. No obstante, la superposicion encontrada por espectroscopia Raman
proporciond una pista sobre la ubicacion real del compuesto dentro del parasito.
Comparando las imagenes Raman obtenidas para parasitos tratados con una concentraciéon
de 1x ICsp durante 4 y 24 h de incubacidn, y las imagenes de los parasitos control sin tratar
(Figura 26), se pudo observar que las sefiales asociadas al ADN sufren cambios importantes
en su localizacion a lo largo del parasito, indicando una posible débil interaccién con el

compuesto como se mostrd previamente en la Seccién 3.7.3.
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Figura 26. a) Superposicidon entre imagenes Raman dpticas y confocales obtenidas del analisis de

componentes principales seleccionados para muestras: control, 1x ICso 4 h, 1x 1Cs0 24 h, 10x 1C5

4h y 10x ICsp 24 h. b) Espectros Raman promedio para cada componente, correspondientes a las
imagenes Raman confocales presentadas en (a).
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4 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

4.1 Conclusiones

En este trabajo se sintetizaron seis nuevos tricarbonilos multifuncionales de Re(l) con
ligandos bioactivos para expandir el estudio de nuevos compuestos organometdlicos como
potenciales agentes contra T. cruzi y explorar la potencialidad de los tricarbonilos de Re(l)
en este sentido. Los ligandos bioactivos utilizados fueron derivados de la 1,10-fenantrolina
(NN) y un azol (clotrimazol o ketoconazol), dando lugar a compuestos de férmula general
fac-[Re(1)(CO)3(NN)(azol)](PFs). Los compuestos fueron caracterizados completamente en
estado sélido y en solucidn. Asimismo, se estudié la actividad de éstos en epimastigotas y
tripomastigotas de T. cruzi. Los compuestos con clotrimazol mostraron una alta actividad
contra la forma infectiva del parasito (tripomastigota) con valores ICso en el rango
micromolar bajo y valores de indice de selectividad de moderados a buenos, ensayados en
células VERO como modelo de células de mamifero. La inclusién de los dos ligandos
bioactivos en una sola molécula condujo a compuestos que en su mayoria resultaron mas
activos que los respectivos ligandos libres. Esto demuestra que la Iégica de ensamblaje o
hibridacién aplicada para disefiar los compuestos de Re(l) resultd exitosa. Los compuestos
fueron estables en diferentes medios biolégicamente relevantes, particularmente durante
al menos 24 h en medio BHI suplementado y en plasma humano. Los compuestos resultaron
mas lipofilicos que los ligandos bioactivos libres, pero no se observd una clara correlacion
entre la actividad antitripanosémica y la lipofilia. Para sacar conclusiones en este sentido
parece necesario disponer de un mayor numero de compuestos estructuralmente
relacionados. Para evaluar la localizacion del compuesto mas promisorio dentro del
parasito, se realizaron dos estudios metaldmicos complementarios, uno mediante
microscopia Raman confocal y otro mediante espectrometria de emisién atdmica por
plasma de microondas. Dada la baja intensidad en el espectro Raman de los estiramientos
de los tricarbonilos no se pudo asegurar la localizacién del complejo en los pardsitos
mediante microscopia Raman, pero igualmente esta técnica proporciond importantes

indicios sobre una interaccion débil con el ADN. Por otro lado, los estudios mediante
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espectrometria de emisién atdmica demostraron una baja captacion de renio por parte de
los pardsitos y una asociacion preferencial del compuesto ensayado con las proteinas
solubles, asi como una baja asociacion con el ADN (en forma complementaria a lo
observado por Raman). Para desentrafiar el mecanismo de accién de los compuestos se
estudiaron experimental y tedricamente dos blancos potenciales descritos para los ligandos
libres: el ADN y una de las enzimas implicadas en la via biosintética del ergosterol, CYP51
(lanosterol 14-a-desmetilasa). Se encontré que los compuestos multifuncionales
desarrollados comparten (in vitro) mecanismos de accién similares al descrito para los
ligandos bioactivos individuales incluidos en las nuevas entidades quimicas. El conjunto
completo de resultados demostro la potencialidad de estos nuevos tricarbonilos Re(l) como
candidatos prometedores para el desarrollo de farmacos antitripanosoma.

Como parte fundamental del trabajo, se optimizaron y validaron varios métodos analiticos,
incluyendo un método donde se aplicd la técnica de espectrometria de emision atdomica por
plasma de microondas, la cual no habia sido reportada aun en la literatura cientifica para
dicho propdsito. De esta forma, se destaca el aporte tecnoldgico de este trabajo de tesis,
que proporciona una nueva herramienta para futuras investigaciones. El método analitico
validado para las determinaciones de renio puede considerarse como una alternativa
confiable, econédmica y ecolégica para estudios metaldémicos, constituyendo una estrategia
muy eficiente para la realizacidon de estudios bioanaliticos de compuestos bioactivos de
renio.

A nivel personal, los aportes cientificos relacionados con el tema en estudio y el trabajo
experimental en si mismo, me han significado la incorporacién de un importante caudal de
conocimientos, herramientas y capacidades en el campo de la investigacién. Asmismo, la
experiencia adquirida en cuanto a sintesis, caracterizacién y evaluacién de compuestos,
disefio y desarrollo de métodos analiticos, e interpretacion de resultados, me ha aportado

una formacion de invaluable valor para mi desarrollo profesional como investigador.
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4.2 Perspectivas

Los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo de tesis son prometedores y sientan base
para seguir explorando complejos metalicos con ligandos bioactivos. Constituyen el punto
de partida de estudios de complejos analogos, con centros metalicos de tricarbonilos con
un metal alternativo como lo es el manganeso. El ion Mn(ll) presenta caracteristicas
quimicas tales que puede conformar tricarbonilos analogos, pero siendo éste un elemento
esencial y que puede obtenerse con menores costos puede resultar de gran interés para el
desarrollo de antiparasitarios. Los compuestos desarrollados podran estudiarse ademas
como potenciales antitumorales, dado la ya mencionada correlacién entre los compuestos
antiparasiticos y los antitumorales.

Asimismo, considerando los complejos inicialmente sintetizados, se plantea obtener a partir
de los compuestos reportados en este trabajo de tesis, derivados de formula general fac-
[Re(I)(CO)3(NN)(azol)]Cl, luego de un intercambio de contraién. En este sentido, en el marco
del grupo de investigacién ya se han comenzado los ensayos preliminares de sintesis,
caracterizacion y actividad biolédgica de estos compuestos contra T. cruzi, con resultados

prometedores.
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5 ANEXO

5.1 Presentaciones en eventos

Durante la realizacidon de la maestria el trabajo realizado se ha presentado en diversas

instancias:

» Se present6 un e-poster VII LATIN AMERICAN MEETING ON BIOLOGICAL INORGANIC
CHEMISTRY, VII LABIC (realizado entre el 6 y el 9 de abril de 2021): Multi-target
prospective antiparasitic organometallic compounds: Re(l) tricarbonyl complexes with
two different bioactive ligands. Mariano Soba, Gonzalo Scalese, Nicolas Pérez, Federico
Casuriaga, Leticia Pérez, Ignacio Machado, Dinorah Gambino.

» Se presentd un e-poéster en el LatinXChem (congreso virtual llevado a cabo el 20 de
septiembre de 2021 a través de la red social Twitter): Design of novel multi-target Re(l)
tricarbonyls with antiparasitic activity. Mariano Soba, Gonzalo Scalese, Nicolds Pérez,
Leticia Pérez-Diaz, Ignacio Machado, Dinorah Gambino.

» Se presentd un e-péster en el ENAQUI 7 (del 3 al 5 de noviembre de 2021): Disefio de
compuestos organometalicos multi-blanco con actividad antiparasitaria: tricarbonilos de
Re(l) con dos ligandos bioactivos diferentes. Mariano Soba, Gonzalo Scalese, Nicolds
Pérez, Federico Casuriaga, Ricardo Faccio, Leticia Pérez, Ignacio Machado, Dinorah
Gambino

» Se presentd un e-poster en el 8th Latin American Symposium on Coordination and
Organometallic Chemistry (del 10 al 11 de marzo de 2022): Multi-functional Re(l)
tricarbonyls for the treatment of Chagas Disease. Mariano Soba, Gonzalo Scalese, Nicolas
Pérez, Federico Casuriaga, Ricardo Faccio, Leticia Pérez, Ignacio Machado, Dinorah
Gambino.

» Se presento poster en Metals in Medicine, Gordon Research Conference, Andover, USA
(26 junio - 1 julio de 2022): Multi-functional organometallic compounds for the

treatment of Chagas Disease: Re(l) tricarbonyl compounds with two different bioactive
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ligands. Mariano Soba, Gonzalo Scalese, Ricardo Faccio, Nicolas Veiga, Leticia Pérez,
Ignacio Machado, Dinorah Gambino. Presentacion Dinorah Gambino.

» Se realizé una presentacién oral en European Symposium on Analytical Spectrometry
ESAS 2022 & 17th Czech - Slovak Spectroscopic Conference (4 —9 de setiembre de 2022):
Microwave plasma atomic emission spectrometry for metallomics of bioactive rhenium
compounds. Mariano Soba, Gonzalo Scalese, Leticia Pérez-Diaz, Dinorah Gambino,

Ignacio Machado. Presentacién oral Ignacio Machado.

5.2 Publicaciones

» Soba M., Scalese G., Pérez-Diaz L., Gambino D., Machado I. (2022) Application of
microwave plasma atomic emission spectrometry in bioanalytical chemistry of bioactive
rhenium compounds. Talanta 244, 123413.

» Soba M., Scalese G., Casuriaga F., Pérez N., Veiga N., Echeverria G. A,, Piro O. E., Faccio
R., Pérez-Diaz L., Gasser G., Machado |, Gambino D. (2023) Multifunctional
organometallic compounds for the treatment of Chagas disease: Re(l) tricarbonyl

compounds with two different bioactive ligands. Dalton Trans. 52, 1623-1641.
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5.3 Materiales complementarios

2

4000 3000 2000 1000

Figura Al. Comparacion de espectros IR: Arriba: ligando libre aminophen, Medio: fac-
[Re(l)(CO)s(aminophen)(CTZ)](PF¢), Abajo: ligando libre CTZ.

4000 3000 2000 1000
Wavenumbers

Figura A2. Comparacion de espectros IR: Arriba: ligando libre bipy, Medio: fac-
[Re(1)(CO)s(bipy)(CTZ)](PFs), Abajo: ligando libre CTZ.
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Transmittance

4000 3000 2000 1000
Wavenumbers

Figura A3. Comparacion de espectros IR: Arriba: ligando libre dmb, Medio: fac-
[Re(1)(CO)s(dmb)(CTZ)](PFe), Abajo: ligando libre CTZ.

4000 3000 2000 1000
Wavenun bers

Figura A4. Comparacion de espectros IR: Arriba: ligando libre tmp, Medio: fac-
[Re(1)(CO)s(tmp)(CTZ)](PF¢), Abajo: ligando libre CTZ.
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Figura A5. Comparacion de espectros IR: Arriba: ligando libre tmp, Medio: fac-
[Re(1)(CO)s(tmp)(KTZ)](PFs), Abajo: ligando libre KTZ.
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Figura A16. *H-RMN KTZ.
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